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Se Deus encheu minha vida de obstaculos, é porque Ele acredita na minha
capacidade de passar por cada um deles, pois esta escrito: Ndo veio sobre vos
tentacdo, sendo humana; mas fiel € Deus, que ndo vos deixara tentar acima do que

podeis, antes com a tentagcdo dara também o escape, para que a possais suportar.

1 Corintios 10:13
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RESUMO

Nos ultimos anos, observa-se que os esteroides anabolizantes androgénicos
(EAA) sdo comumente associados aos critérios de perfeigdo corporal vigente na
sociedade. O uso abusivo dos EAA vem fazendo parte da rotina de muitos jovens e
praticantes de atividade fisica. Esse comportamento tem resultado em uma série de
efeitos colaterais indesejaveis, principalmente relacionados a fisiologia do sistema
reprodutor masculino. O estanozolol é um dos EAA mais utilizados
indiscriminadamente, pois segundo os usuarios ele & preferido por causar aumento
de forca sem ganho de peso em excesso e ajudar na perda de gordura preservando
a massa muscular, além de ser o EAA que apresenta a maior relagdo anabdlico-
androgénica (30:1). Apesar de muitos estudos sobre a relagdo do uso abusivo dos
EAA com a infertilidade masculina, pouco se sabe sobre os efeitos do estanozolol no
sistema reprodutor de ratos e a relagao destes efeitos com patologias relacionadas a
este sistema. Assim a presente pesquisa analisou os efeitos do estanozolol sobre os
testiculos, epididimo, prostata e vesicula seminal de ratos através dos seguintes
parametros: indices organossomaticos, histologia, processos de angiogénese,
apoptose e proliferacado celular. Para tanto, foram utilizados 21 ratos albinos, com
120 dias de idade e peso médio de 327g, divididos nos seguintes grupos: ratos sem
tratamento (Gl), ratos tratados com o6leo de gergelim (Gll) e ratos tratados com
doses suprafisiologicas de estanozolol (5mg/Kg) diluido em 6leo de gergelim (1
mL/kg), diariamente, 5 vezes por semana, por um periodo de 4 semanas
consecutivas (Glll). Os resultados revelaram que houve uma reducgao significativa no
peso dos 6rgaos e do indice organossomatico nos animais tratados com estanozolol,
além de alteracbes histologicas e imunohistoquimicas apenas nos testiculos e
prostata, caracterizadas pelo aumento do indice apoptético, redugcdo do indice de
proliferagdo celular e imunomarcagéo mais intensa para a expressao do VEGF-A.
Assim conclui-se que a administracao diaria de 5mg/Kg de estanozolol, cinco vezes
por semana, no periodo de 4 semanas, pode levar a efeitos semelhantes a outros
EAA os quais interferem no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal causando supressao
hormonal (gonadotrofinas, testosterona, etc) e consequentemente reducéo ou atrofia

dos 6rgaos horménios-dependentes do aparelho reprodutor masculino.

Palavras-chave: anabolizantes, reproducéo, apoptose, angiogénese, proliferagéo.
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ABSTRACT

In recent years, it is observed that anabolic androgenic steroids (AAS) are
commonly associated with the criteria in effect bodily perfection in society. The abuse
of AAS has been part of the routine of many young and physically active. This
behavior has resulted in a number of undesirable side effects, mainly related to the
physiology of the male reproductive system. Stanozolol is one of the AAS most used
indiscriminately, because according to users it is preferred because it increases the
strength without excess weight gain and help in fat loss, preserving muscle mass
besides being the AAS that presents the highest anabolic-androgenic ratio. Despite
many studies about the relation of the abuse of AAS with male infertility, little is
known about the effects of stanozolol in the reproductive system of rats and the
relationship of these effects with this system related pathologies. Thus, the present
study examined the effect of stanozolol on the testes, epididymis, prostate and
seminal vesicle of rats by the following parameters: organosomatic indices, histology,
processes of angiogenesis, apoptosis and cell proliferation. For this, 21 albino rats
with 120 days of age and weighing 327g were used and divided into the following
groups: rats without treatment (Gl), rats treated with sesame oil (Gll) and rats treated
with stanozolol (5mg/kg) in sesame oil (1 mL / kg) daily, 5 times a week for a period
of 4 consecutive weeks (Glll). The results revealed that there was a significant
reduction in organ weights and organossomatic index in animals treated with
stanozolol, as well as histological and immunohistochemical changes only in the
testes and prostate, characterized by increased apoptotic index, decreased cell
proliferation and immunostaining more intense for the expression of VEGF-A. Thus it
is concluded that daily administration of 5mg/kg stanozolol, five times a week, 4
weeks, can lead to similar to other AAS effects which interfere with the hypothalamic-
pituitary-gonadal causing hormone suppression (gonadotropins, testosterone, etc.)
and consequently decrease or atrophy of hormone-dependent organs of the male

reproductive system.

Keywords: anabolic, reproduction, apoptosis, angiogenesis, proliferation.
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CAPITULO |

1.INTRODUGAO

Os esteroides anabdlico-androgénicos (EAA) sdao um grupo de compostos
naturais e sintéticos formados pela testosterona e seus derivados, os quais possuem
tanto efeitos anabdlicos quanto androgénicos. Assim, estimulam o crescimento
muscular e a fungéo do sistema reprodutor masculino através de suas propriedades
farmacocinéticas, biodisponibilidade e balanco entre suas atividades androgénicas e
anabdlicas (MARQUES ; PEREIRA; AQUINO NETO, 2003; KANAYAMA; HUDSON;
POPE, 2008).

Os efeitos androgénicos sao responsaveis pelo desenvolvimento do trato
reprodutivo masculino e das caracteristicas sexuais secundarias, assim como pela
manutengao da funcéo reprodutiva. Os efeitos anabdlicos se referem ao estimulo da
fixagdo do nitrogénio, causando um balango nitrogenado positivo, por aumentar a
sintese proteica em diversos tecidos (SHAHIDI, 2001).

Nos ultimos anos, principalmente entre os jovens, observa-se que 0s
anabolizantes sdo comumente associados aos critérios de perfeicdo e boa
performance fisica, vigentes na sociedade (IRIART; ANDRADE, 2002; LABRE,
2002). Contudo, com o objetivo de aumentar o processo anabdlico celular, o
crescimento muscular e a subsequente melhoria no desempenho fisico em curtos
intervalos de tempo, alguns praticantes tanto de exercicios fisicos anaerébios como
aerdbios vém fazendo uso indiscriminado de esteroides anabolizantes (KICMAN;
GOWER, 2003).

O estanozolol (I7B-hidroxi-17-metil- 5a-androstano [3,2-c] pirazol) € um éster
da testosterona, utilizado na medicina no tratamento auxiliar de varias patologias,
como na endometriose, no estimulo da eritropoiese em algumas anemias, na
aceleracéo da cicatrizagdo em grandes traumas ou cirurgias, na sarcopenia em
pacientes com HIV e na terapia do hipogonadismo masculino (BEUTEL;
BERGAMASCHI; CAMPOS, 2005; FALANGA et al., 1998).

Esse anabolizante € preferido por muitas pessoas por causar aumento de

forgca sem ganho de peso em excesso, promover aumento na vascularizagao, e nao
13



se converter em estrogeno. Ele também nao causa retencdo de agua em excesso, e
mesmo as vezes parece ter um efeito diurético, além de ajudar na perda de gordura
preservando a massa muscular, embora isto ndo tenha sido provado cientificamente
(WILLIAMSON; CONE; HUARD, 1995).

Os anabolizantes agem no hipotalamo e na hipéfise para suprimir a produgéo
de gonadotrofinas hipofisarias luteinizantes (LH) e foliculo estimulante (FSH),
causando uma diminuicdo na producdo de testosterona natural nos testiculos e
também reduzindo ou cessando a producéo de espermatozoides. Uma das fungdes
do LH é aumentar a sintese de 3’-5-monofosfato de adenosina (AMPciclico) nas
células intersticiais do testiculo, o que aumenta a converséo de colesterol para
estrogenos. O FSH promove a espermatogénese e aumenta a atividade da LH,
aumentando a sintese de testosterona (WILSON, 1996).

Durante o uso dos esteroides anabolizantes, geralmente em periodos de seis
a oito semanas, pode ocorrer acentuada diminui¢cdo ou atrofia do volume testicular,
diminuicéo da fertilidade, produzindo um efeito deletério na secre¢cdo gonadotrofica,
interferindo na espermatogénese, aumentando a libido e tendo uma diminuicédo da
testosterona endogena (KOZIRIS, 2000; TELOKEN; BADALOTTI; PALKA, 2000).
Aléem de provocar euforia, irritabilidade, comportamento agressivo, depressao,
psicose, hipertrofia do ventriculo esquerdo do coracado, ginecomastia, dor testicular,
infertilidade, hipertrofia da préstata e anemia ferropriva (ARAUJO, ANDREOLO;
SILVA, 2002; FERRARI, 2011; RIBEIRO, 2001; SANTOS, 2003; SILVA; DANIELSKI;
ZEPIELEWSKI, 2002). Esses efeitos ndo s&o sempre reversiveis, mesmo quando os
andrégenos artificiais sdo suspensos. Canceres da prostata sdo frequentemente
dependentes da testosterona e eles podem progredir rapidamente na presenca de
alto nivel de andrégenos (ARAUJO, ANDREOLO; SILVA, 2002; RIBEIRO, 2001).

O estudo dos efeitos das substancias que influenciam nos niveis de
andréogenos, como por exemplo, o estanozolol, nos diferentes sistemas,
principalmente no sistema reprodutor masculino é de grande interesse clinico.
Assim, a presente pesquisa teve como objetivo investigar os efeitos da
administragcdo do estanozolol em ratos adultos sobre o aparelho rerodutor, através

da analise dos indices organossomaticos e histologia dos testiculos, epididimo,
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préstata e vesicula seminal, bem como os processos de angiogénese, apoptose e

proliferagédo celular em tais érgaos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Horménios Esteroides

Hormoénio sdo substancias quimicas produzidas pelas glandulas endocrinas,
secretadas em pequenas quantidades, na circulagado sanguinea e que, transportada
até células alvo, produz uma resposta fisioldgica. Desempenham papel de grande
importancia no desenvolvimento dos organismos, pois controlam o crescimento, a
reproducdo e o metabolismo. Possuem diferentes estruturas quimicas, podendo ser
oriundos de proteinas (peptideos), ou do colesterol (esteroides) (BOFF, 2010;
CUNHA et al., 2004).

Os hormobnios esteroides incluem os hormoénios adrenocorticais, o0s
metabdlitos ativos da vitamina D e aqueles produzidos pelas gbnadas (androgenos).
A definicdo biologica de um androgénio é qualquer substancia que produz
especificamente o crescimento das génadas masculinas (BOFF, 2010; CUNHA et
al., 2004).

Na espécie humana, existem quatro formas principais de andrégenos
circulantes: a testosterona, diidrotestosterona (DHT), androstenediona,
deidroepiandrosterona (DHEA). As acbes da testosterona e dos andrégenos
correlatos tém diferentes efeitos, anabdlicos e ou androgénico, dependendo da
necessidade do tecido alvo. No caso dos tecidos que compreendem o sistema
reprodutor possuem efeito androgénico, estimulando eventos relacionados a fungéo
reprodutiva, como a espermatogénese e desenvolvendo caracteres sexuais
secundarios, por outro lado, os efeitos anabdlicos estimulam o processo de sintese,
atuando sobre diferentes tecidos como: muscular, ésseo e adiposo, e em diferentes
o6rgaos como figado e rins (CUNHA et al., 2004; DORNAS; NAGEM; OLIVEIRA,
2006; SHAHIDI, 2001).

2.2  Androgenos

15



Embora a testosterona seja o mais importante e abundante andrégeno
sintetizado principalmente nas células intersticiais e secretado a partir dos testiculos,
perfazendo 95% do total dos andrégenos circulantes, ela ndo € uma substancia
ativa, na circulagao funciona como um pro-horménio na formagéo de duas classes
de esteroides: andrégenos 5a-reduzidos (DHT), que sdo mediadores intracelulares
da maioria das ac¢bdes androgénicas; e estrogenos (estradiol), que potencializam
alguns efeitos androgénicos, enquanto bloqueiam outros (BRUNTON; LAZO;
PARKER, 2006).

Os testiculos secretam, também, s6 que em quantidades menores, o DHEA e
o androstenediol, bem como quantidades muito pequenas de 5-a-diidrotestosterona .
Dentre os esteroides androgénicos sintetizados pela supra-renal, podemos destacar
a DHEA e a androstenediona. Todos esses androgénios s&o posteriormente
convertidos em testosterona no figado (HIORT, 2002; KICMAN, 2008; SINGH et al.,
2009; WALKER, 2010; ZHU, 2005).

A sintese dos androgenos depende da agéo das gonadotrofinas, produzidas e
armazenadas na hipofise anterior: os horménios luteinizante (LH) e o foliculo
estimulante (FSH). A liberacédo destes hormonios é mediada pelo horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), sintetizado no hipotalamo (GARDINER; SHOBACK,
2013; GUYTON; HALL, 2006).

No homem, as células testiculares secretoras de testosterona sao
denominadas células de Leydig e sao estimuladas pelo LH, que causa o aumento da
producdo do AMPciclico, que induz o aumento da conversao de colesterol em
androgénios. Desta forma, a quantidade de testosterona secretada aumenta
aproximadamente em propor¢cdo direta a quantidade de LH disponivel. A
testosterona, secretada pelos testiculos em resposta ao LH, exerce efeito reciproco
de inibir diretamente a secrecao de LH pela hipéfise anterior. Porém, a maior parte
dessa inibicdo resulta do efeito direto da testosterona sobre o hipotalamo,
diminuindo a secreg¢éo do hormdnio liberador de gonadotropinas (GnRH). Isso, por
sua vez, causa diminuicdo correspondente da secregdo de LH e de hormoénio
foliculo-estimulante (FSH) pela hipofise anterior. Através deste efeito automatico de

retroalimentacdo negativa, operando através do hipotalamo e da hipéfise anterior,
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regula a secrecao de testosterona para o nivel desejado (GARDNER; SHOBECK,
2013; HIORT, 2002).

O FSH, secretado pela hipéfise anterior, liga-se a receptores especificos nas
células de Sertoli dos tubulos seminiferos. Essa ligacdo determina o crescimento
das células de Sertoli, que passam a secretar varias substancias espermatogénicas
(testosterona e DHT), permitindo sua difusdo das células de Leydig para o interior
dos tubulos seminiferos, também exercem efeito tréfico sobre a espermatogénese
(Figura 1) (GARDNER; SHOBECK, 2013; GUYTON, HALL, 1997; HIORT, 2002).

Nos homens, o nivel de testosterona é de 25 a 125 vezes maior nos testiculos
(340-2000 nM), quando comparados aos niveis séricos (8,7-35 nM) Resultados

similares foram encontrados nos testiculos de ratos (WALKER, 2010).

\ Hipotalamao

e Retrocontrolo
negativo

Hipofise
anterior

Caracteres
sexuais
secundarios

Testosterona

Celulas - ~———— Espermatozdides
de Leydig i
= ——— Célula de
i Sertoli
Testiculo — Parede do

i tibulo seminiferc

Figura 1. Mecanismo de regulacédo da sintese e liberagdo de gonadotrofinas por

retroalimentag&o negativa (Disponivel em: http://forum.netxplica.com/).
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Outro importante hormdnio na secreg¢do da testosterona € a prolactina, que
atua controlando a entrada do colesterol na mitocéndria onde ele sera transformado
em pregnenolona, o principal precursor dos hormdnios esteroides. Esta por sua vez
difunde-se ao citosol indo até o reticulo endoplasmatico liso, onde por acdo de
enzimas sera convertida, subsequentemente, em A-5 pregnenolona, 17_
hidroxipregnenolona, dihidroepiandrosterona (DHEA), androstenediol e finalmente
pela acdo da enzima 17 _ hidroxiesterdide desidrogenase, em testosterona (Figura
2) (BOFF, 2010).

Pregnenolona

l l

17alfahidroxipregnenolona —— 17alfahidroxiprogesterona

| |

Dehidroepiandrosterona —— Androstenediona ————»Testosterona

| |

Estrona g * Estradiol

—— Progesterona

Nota: Progesterona em verde. Androgenios em azul. Estrogenios em magenta.

Figura 2. Mecanismo de biossintese da testosterona a partir do colesterol (SOUCASAUX,
1993).

Em muitos tecidos alvos de androgénios, como a préstata, a
diidrotestosterona é mais ativa que a testosterona. Sabe-se que a diidrotestosterona
liga-se ao receptor de andrégeno (RA) dez vezes mais fortemente que a
testosterona, formando um complexo receptor muito estavel. O efeito final dos
androgenos é a somatéria das acdes de testosterona, da diidrotestosterona e do
estradiol (KICMAN, 2008; WILSON, 1996).

O receptor de andrégeno localiza-se no citoplasma das células responsivas
aos andrégenos: células musculares, testiculares, queratinocitos, fibroblastos,
macrofagos, neutrofilos e linfécitos B. Os compostos que passam através das

membranas celulares e ligam-se aos receptores de andrégenos com afinidades
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diferentes, embora todos os receptores distribuidos ao longo do corpo possuem a
mesma afinidade de ligagdo para um esteroide particular. O RA, membro da
superfamilia dos receptores nucleares, é codificado por um gene localizado no
cromossomo Xq. Depois de se ligar ao receptor no tecido alvo, ha a formacéo do
complexo hormdnio-receptor, este se desloca ao nucleo, onde se liga ao acido
desoxirribonucleico (DNA). Uma vez ligado ao DNA, o complexo receptor de
esteroides inicia um processo que finalmente leva a sintese de proteinas e outras
estruturas celulares (Figura 3). Acredita-se que esta afinidade do receptor
intracelular especifico em diferentes tecidos varia de acordo com alguns fatores, tais
como a presenca de enzimas diferentes (por exemplo, 5 a-redutase e aromatase) e
presenca de receptores, explicando parcialmente os varios efeitos produzidos por
diferentes EAA ( BAHRKE; YESALIS, 2004; BRUNTON; LAZO; PARKER, 2006;
GAO et. al., 2005; GAO; BOHL; DALLON, 2007; HALL; HALL, 2005; PALVIMO,
2012; SATO et. al., 2003; TORALDO et al., 2012; ZHU, 2005).

Citoplasma

Complexo
” 9 _esteyold e receptor
+|Estergide |= ()

[Receptor |
Edl'ogém'(o‘
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e ? « '* y
S J o
Tradicso & T J'n i .
PPRL e o - 44-5‘,.#‘.‘1,&[{* _JDNA )
|Proteina '(;T;Q“RN-’\ =

Figura 3. Mecanismo de ag&o dos esteroides anabdlico-androgénicos (Fonte: <

http://www.treinomonster.com/>).

2.3  Esteroides anabdlico-androgénicos (EAA)

Esteroides anabdlicos androgénicos sao derivados sintéticos do horménio
testosterona e foram desenvolvidos com finalidades terapéuticas, sendo utilizados

no tratamento de varias doencgas. A utilizacdo dos esteroides anabdlicos na clinica
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médica geralmente ocorre em situagdes onde o objetivo € o aumento da sintese
proteica, sendo empregados no tratamento de hipogonadismo masculino,
osteoporose, puberdade atrasada (como na Sindrome de Turner), na perda de
massa muscular e caquexia provocada por diversos infecgdo de cancer e HIV, tipos
de anemia, endometriose, queimaduras (aumentando a sintese de colageno e a
atividade dérmica de fibroblastos), entre outras (BOFF, 2010; EVANS, 2004;
YAVARI, 2009).

A maioria dos esteroides anabolizantes sintéticos disponiveis se origina da
testosterona, a partir da manipulacdo de suas propriedades quimicas,
farmacocinética e biodisponibilidade. Sdo usados na pratica clinica ou por atletas,
por possuirem propriedades anabolicas (BOFF, 2010). Desde quando a testosterona
foi isolada de extratos de testiculos em 1935, cientistas tém desenvolvido moléculas
enfatizando efeitos anabdlicos e prolongando sua atividade biolégica para aumentar
os valores terapéuticos, evitar o metabolismo de primeira passagem e facilitar a
utilizacédo sistémica da molécula de testosterona (SHAHIDI, 2001; BAHRKE;
YESALIS, 2004). Entre as muitas modificagbes feitas na testosterona, os EAA tém
mostrado significante atividade anabdlica e reduzida androgenicidade (DORNAS;
NAGEM; OLIVEIRA, 2006).

A engenharia genética recentemente desenvolvida permitiu em alguns anos,
produzir hormoénios. Insulina, horménio de crescimento e o0s esteroides
anabolizantes sado, dentre outros, facilmente produzidos por laboratérios
especializados, e grande parte de sua distribuicdo escapa dos controles minimos de
saude. Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo derivados sintéticos da
testosterona e hormdnio de crescimento (hGH), estimulam a produgado de proteinas
celulares, que provocam um aumento no tamanho do musculo, for¢a, poténcia e
resisténcia (ARAMENDI; MANUEL, 2007).

A manipulagédo da molécula original de testosterona para formulagao dos EAA
influencia sua farmacocinética, biodisponibilidade e/ou o balango da atividade
androgénica em prol da anabdlica (KUHN, 2002). Algumas dessas modificacdes

estao citadas a sequir:

1. Testosterona administrada na forma injetavel, através de adesivos transdérmicos

Oou cremes Corporais;
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2. Testosterona 17(3-esterificada (ésteres): cipionato de testosterona, propionato,
enantato e undecanoato. A esterificacdo confere ao esteroide maior solubilidade
lipidica e retarda a sua liberagéo para a circulagéo, prolongando a sua agéo. Todos
estes compostos, com excegcdo do undecanoato, devem ser administrados sob a
forma injetavel;

3. 17a-derivados: metiltestosterona, metandrostenolona, nortandrolona,
fluoximesterona, danazol, oxandrolona e estanozol. Estes derivados resistem ao
metabolismo hepatico, portanto sdo ativos quando administrados por via oral. A
modificagdo esta associada a niveis elevados de hepatotoxicidade;

4. Modificacbes nos anéis A, B ou C da molécula de testosterona: mesterolona,
nortestosterona, metenolona, fluoximesterona, metandrostenolona, nortandrolona,
danazol, nandrolona e estanozol. Estas modificagdes conferem grande numero de
vantagens ao EAA, que incluem: lenta metabolizacdo, afinidade aumentada pelo
receptor androgénico e resisténcia a aromatizacédo a estradiol (Figura 4) (HALL;
HALL, 2005; KUHN, 2002).
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Figura 4. Possiveis formas de manipulagao da molécula original de testosterona para formulagéo dos
EAA (Adaptado de Yavari, 2009).

2.4 O uso indiscriminado dos EAA

O uso dos EAA destacou-se principalmente no meio esportivo, devido as

propriedades anabdlicas que promovem o aumento de massa muscular, o
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desenvolvimento de forgca, da velocidade, de recuperacdo da musculatura e o
controle dos niveis de gordura corporal, melhorando o desempenho fisico (EVANS,
2004).

Na ultima década, os esteroides anabolizantes tém representado mais de
50% dos casos positivos de dopping entre atletas (FINESCHI et al., 2001).
Entretanto, o que vem chamando mais atencao é o uso indiscriminado de esteroides
anabolizantes na rotina de jovens escolares e praticantes da atividade fisica,
principalmente em academias ou centros de praticas esportivas, expondo os
usuarios a riscos de saude e de morte (PARKINSON; EVANS, 2006).

Nos ultimos anos, principalmente entre os jovens, observa-se que os
anabolizantes sdo comumente associados aos critérios de perfeicdo e melhor
desempenho fisico, vigentes na sociedade (IRIART; ANDRADE, 2002; LABRE,
2002; RUSSO, 2005). Contudo, com o objetivo de aumentar o processo anabdlico
celular, o crescimento muscular e a subsequente melhoria no desempenho fisico em
curtos intervalos de tempo, alguns praticantes tanto de exercicios fisicos anaerdbios
como aerobios vém fazendo uso indiscriminado de esteroides anabolizantes
(KICMAN; GOWER, 2003).

No Brasil, o uso de EAA, substancias estimulantes e narcéticos sdo consideradas
dopping no esporte, segundo os critérios da Resolugao n. 2, de 05 de maio de 2004,
do Ministério do Esporte (BRASIL, 2004). A comercializacdo de tais substancias é
regulamentada pela Portaria 344, de 12 de maio de 1998 (BRASIL, 1998). Assim, a
obtencdo de androgenos anabodlicos em estabelecimentos farmacéuticos somente
poderia ser realizada por meio de receituario branco em duas vias. A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) editou a lei 9.965, de 27 de abril de 2000
que visa restringir, ainda mais, a venda de andrégenos e peptideos anabdlicos no
territorio nacional (BRASIL, 2000). No entanto, o uso ilicito de esteroides
anabolizantes entre adolescentes e adultos continua a ser um problema importante
de saude publica, mas nédo tem levantado grande interesse das autoridades da
satde (HALL; HALL, 2005; SJIOQVIST; GARLE; RANE, 2008). Podendo qualquer
jovem estocar essas substancias consideradas ilegais, quando nao utilizadas para
uso médico, pois as pessoas tém acesso a um grande mercado online. Ha também

aqueles que adquirem essas substancias em algumas academias e lojas esportivas,
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colocando em risco a saude e a integridade das pessoas (ARAMENDI; MANUEL,
2007).

Nos Estados Unidos, estimativas recentes indicam a existéncia de 3 milhdes
de usuarios. De 2,7 a 2,9% dos jovens adultos americanos usaram anabolizantes
pelo menos uma vez em suas vidas (IRIART; CHAVES; ORLEANS, 2009). Em
estudos realizados nos Estados Unidos, verificou-se que, aproximadamente, 4 a 6%
dos estudantes universitarios do sexo masculino utilizam EAA. Em relagdo a
populacdo jovem feminina, cerca de 1 a 2% relataram uso de EAA, com aumento
significativo na ultima década (FRIZON; MACEDO; YONAMINE, 2006).

Quando usados de forma ilicita e abusiva para o aumento da massa
muscular, os EAA sao geralmente administrados em doses suprafisiologicas que
podem chegar a 500mg/dia em ciclos que duram entre 4-6 meses. As doses e
combinag¢des usadas por atletas s&do de 10-100 vezes maiores que as doses
terapéuticas (KARBALAY-DOUST et al., 2007; TAN; SCALLY, 2009). Os usuarios
costumam fazer o uso em ciclos, em que doses maiores sao aplicadas
progressivamente, com um intervalo de tempo que pode variar de 4 a 18 semanas
(ARAUJO, ANDREOLO; SILVA, 2002).

A principal preocupacédo em relagédo ao aumento da frequéncia do uso de EAA
entre adolescentes e praticantes de atividade fisica em geral se deve a grande
quantidade de efeitos adversos que essas substancias podem causar nos diversos
orgéaos e sistemas, provocando danos reversiveis e irreversiveis tanto em homens
como em mulheres, podendo causar até a morte (FERREIRA et al., 2007).

Durante o uso dos esteroides anabolizantes, ocorre acentuada diminuicéo ou
atrofia do volume testicular, diminuigdo da fertilidade, produzindo um efeito deletério
na secregado gonadotrofica, interferindo na espermatogénese, aumentando a libido e
tendo uma diminuicdo da testosterona endogena (KOZIRIS, 2000; TELOKEN;
BADALOTTI; PALKA, 2000). Além de provocar euforia, irritabilidade, comportamento
agressivo, depressao, psicose, hipertrofia do ventriculo esquerdo do coragéo,
ginecomastia, dor testicular, infertilidade, hipertrofia da préstata e anemia ferropriva
(ARAUJO, ANDREOLO; SILVA, 2002; FERRARI, 2011; RIBEIRO, 2001).
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2.5 Estanozolol

Winstrol € o nome comum para a droga estanozolol, também conhecida como
Winstrol depot ou Stromba. O estanozolol € um esteroide derivado alfa alquilado (17
a-) desenvolvido para administragdo oral, mas geralmente disponivel na forma
injetavel. E classificado como um anabolizante que exibe baixo efeito colateral.
Indicado na terapia de anemias, asma, artrite reumatoide, anorexia rebelde, fraturas
de lenta consolidagao, osteoporose, queimaduras extensas, periodos pré e pos-
operatorio etc (SANTOS, 2003).

O estanozolol por ser considerado um esteroide “fraco” entre os atletas é
geralmente combinado com outros anabdlicos. Sendo principalmente utilizado na
fase de definicdo muscular (SANTOS, 2003). No entanto, para outros atletas esse
anabolizante é preferido por causar aumento de forca sem ganho de peso em
excesso, promover aumento na vascularizagdo, e ndo se converter em estrogeno.
Ele também n&o causa retenc&o de agua em excesso, e mesmo as vezes parece ter
um efeito diurético, além de ajudar na perda de gordura preservando a massa
muscular, embora isto n&o tenha sido provado cientificamente (WILLIAMSON;
CONE; HUARD, 1995).

Em estudo realizado por Silva; Moureau (2003), em academias de S&o Paulo-
SP, o EAA preferencialmente utilizado pela maioria dos usuarios (77%) e ex-
usuarios (86%) foi o estanozolol. Frizon; Macedo; Yonamine (2006) e Maior et. al.
(2009) através de pesquisas em algumas cidades do Rio Grande do Sul, concluiram
que o estanozolol estava entre os trés EAA mais utilizados nas academias.

Segundo Santos (2003) os esteroides injetaveis sao considerados “seguros’
pelos usuarios, pois nao precisam ser ingeridos, ja que a droga na forma oral
apresenta alta toxicidade ao figado, no entanto o estanozolol por ser um 17a-, assim

como a maioria dos EAA injetaveis, também apresenta alta toxicidade hepatica.

2.6 EAA e o aparelho reprodutor masculino

O testiculo é um o6rgdo constituido morfofuncionalmente de dois

compartimentos: intersticial, contendo células e fibras do tecido conjuntivo, vasos
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sanguineos e linfaticos e células de Leydig (secretoras de testosterona), e tubular,
contendo tubulos seminiferos, no interior dos quais ha a formagdo do gameta
masculino, processo denominado de espermatogénese. A parede externa dos
tubulos é formada por células midides e células endoteliais. Sobre a lamina basal se
apoia o epitélio germinativo e as células de Sertoli. As células de Sertoli, além de
prover suporte estrutural para o epitélio germinativo, possui um importante papel no
suporte de processos bioquimicos através da “barreira hemato-testicular’ formada
por complexos de jungdes ocludentes entre células de Sertoli adjacentes (RUSSEL
et al., 1990).

Os andrégenos desempenham um papel essencial no desenvolvimento dos
orgaos reprodutivos masculinos, como os testiculos, o epididimo, canal deferente,
vesicula seminal, prostata e pénis. A testosterona e a DHT tém papéis seletivos na
diferenciacdo sexual masculina durante a embriogénese. A testosterona media a
diferenciacao do ducto de Wolff, enquanto DHT atua na diferenciagdo da préstata e
na genitalia externa masculina. Além disso, os andrégenos sao necessarios para a
puberdade, fertilidade e fungdo sexual masculina (DOHLE; SMIT; WEBER, 2003;
ZHU, 2005).

Varios experimentos em modelos animais e humanos demonstram que abuso
de EAA pode levar a graves e irreversiveis danos a varios 6rgaos. Entre os efeitos
adversos mais comuns do abuso no uso de EAA, estdo os relacionados a fertilidade
masculina. Tais alteragcbes no sistema reprodutor parecem ser reversiveis apos
descontinuagédo do uso da droga (DOHLE; SMIT; WEBER, 2003; KARBALAY-
DOUST et al., 2007; ODA; EL-ASHMAWY, 2012). A literatura reporta ainda que o
uso dos esteroides anabolizantes pode supri a liberacdo das gonadotrofinas LH e
FSH (ALEN; REINILA; VIHKO, 1985; BRANN; PUTNAM; MAHESH, 1990; SMALL et
al., 1984).

O efeito de esteroides anabolizantes na espermatogénese ocorre através de
um feedback negativo do eixo hipotalamo-hipoéfise inibindo a secregéo hipotalamica
do GnRH e consequentemente do FSH e LH da hipéfise. Podendo os EAA provocar
o hipogonadismo hipogonadotréfico (ABRIL et al., 2005)

Chimento et al. (2011) em cultura de células tumorais de Leydig concluiu que

os EAA séao potencialmente perigosos devido a efeitos produzidos na ativacdo de

25



vias envolvidas na progressao de canceres, podendo promover principalmente o
desenvolvimento de tumor testicular.

Bronson, Nguyen e De La Rosa (1996) utilizando ratos, machos e fémeas
adultos, expostos a uma combinacgao de quatro EAA durante seis meses, verificaram
reducéo no peso das gbnadas em ambos os sexos. O tratamento com os esteroides
bloqueou a ejaculacdo na maioria dos ratos machos, sem influenciar outras facetas
de seu comportamento sexual. Em pesquisas realizadas por Oda e El-Ashmawy
(2012), testando os efeitos do Boldenona (EAA utilizado ilegalmente entre
fisiculturistas e em cavalos) sobre as fung¢des reprodutivas em coelhos machos,
demonstraram que esse anabolizante causou significativa reducdo no peso
testicular, no nivel de testosterona, o volume seminal, motilidade espermatica e
contagem de espermatozoides. Exercendo desta forma efeito prejudicial significativo
sobre as fungdes reprodutoras desses animais.

Em estudos realizados por Torres-Calleja et al. (2001) sobre efeito da
utiizacdo de EAA em relacdo ao numero e morfologia de espermatozoides no
ejaculado de 30 fisiculturistas adultos, foi observado que trés deles apresentaram
azoospermia, dois tiveram polizoospermia, oito apresentaram contagens abaixo de
20 milhdes, enquanto que apenas dois tinham contagens de espermatozoides
normais. Em relacdo a morfologia dos espermatozoides, verificou-se que apenas
trés dos individuos apresentaram espermatozoides morfologicamente normais.
Entretanto os mecanismos de agao destas drogas s&o ainda controversos e muitos
dos efeitos colaterais do uso de EAA continuam desconhecidos, apesar dos diversos
ja relatados (ROCHA; ROQUE; OLIVEIRA, 2007; SJIOQVIST; GARLE; RANE, 2008).

2.7 Apoptose celular

A apoptose celular € um processo fisiolégico normal, pelo qual células
privadas de fatores de sobrevivéncia, lesadas ou senescentes cometem suicidio, um
tipo de morte celular programada. Através da apoptose o organismo controla e
mantém constante o numero de celular em tecidos e 6rgaos, livra-se de células

danificadas e, ainda, elimina células indesejaveis e ndo permanentes de tecidos em
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desenvolvimento, no decorrer da morfogénese (ABRAHAM; TRES, 2012;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; MITCHELL, et al., 2006).

Durante a apoptose, a célula sofre alteracdes morfologicas especificas. Tais
alteracgdes incluem a compactacdo da célula, incluindo nucleo, que, junto com o
citoplasma, também diminui de volume e, ao microscopio, aparece condensado e
escuro (nucleo picnético), perda de aderéncia com a matriz extracelular e células
vizinhas, fragmentacdo da cromatina e decompdem-se em pequenas vesiculas
(brotamentos citoplasmaticos) denominadas corpos apoptoéticos, que sao
rapidamente fagocitados pelos macréfagos ou outras células (ABRAHAM; TRES,
2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Existem dois meios distintos de indugdo na morte por apoptose: indugao

intracelular (intrinseca) e estimulos extracelulares (extrinseca) (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismo da apoptose (Adaptado de Mitchell, et al., 2006).
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Através da via intrinseca, a qual envolve a participagdo da mitocéndria, pode-
se observar a translocagédo de proteinas pro-apoptoticas da familia das célula-B de
linfoma 2 (Bcl-2) do citosol para a mitocondria com a consequente formagao de
poros na membrana mitocondrial e liberacdo do citocromo ¢ para o citosol. O
citocromo c presente no citosol liga-se a proteina reguladora da apoptose (Apaf-1) e
em seguida a pro-caspase-9. Este complexo é chamado de apoptossoma e promove
a ativacdo da pro-caspase-9 através de uma reacao que requer hidrélise do ATP.
Subsequentemente, a caspase 9 leva a ativacdo de caspases efetoras, como a
caspase-3 (OLSON; KORNBLUTH, 2001; PASTERNAK, 2002). A ativacdo de uma
cascata de caspases pode entdo ativar DNAses que s&o responsaveis pela clivagem
do DNA em fragmentos internucleossomais (NAGATA, 2000).

A via extrinseca desenvolve de maneira independente da formacédo do
apoptossoma. A ligacao de moléculas como a proteina Fas e fator de necrose
tumoral (TNF) a seus receptores de superficie pode ativar a via extrinseca, com o
recrutamento de moléculas adaptadoras e a ativagdo direta da caspase-8. Uma vez
ativada, a caspase-8 pode processar e ativar outras caspases levando a destruigao
celular (OLSON; KORNBLUTH, 2001).

Ha outra importante familia intracelular de regulagdo na apoptose, a familia
IAP (proteinas inibidores da apoptose). Estas proteinas agem inibindo a apoptose
através de duas vias: elas evitam a ativacéo de algumas procaspases se ligando a
elas, e inibem a atividade das caspases se ligando a elas (ALBERTS et al., 2004).
Assim, a homeostase (equilibrio estrutural e funcional essencial para sobrevivéncia
de uma populagao celular) depende do balanco entre a ativagao de moléculas pro e
anti-apoptéticas (CHOI et al., 2002; KIM; BLANCO, 2007).

A apoptose também pode ocorrer em varios 6rgaos em resposta a
hipoxia/isquemia, estresse oxidativo, ou lesdo induzida por droga (ZAUGG et al.,
2001). Sabe-se ainda que a falta de alguns horménios ou fatores de crescimento
podem levar as células-alvo a apoptose. Sendo ainda um mecanismo de defesa do
organismo quando o DNA de uma célula passa por mutacdo (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

Em 2009, Shokri et al. verificou que o exercicio fisico associado a doses

suprafisiologicas de decanoato de nandrolona em ratos, aumenta a extensdo das
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mudancgas apoptoéticas causadas pelos EAA no epitélio germinativo dos tubulos
seminiferos, afetando a fertilidade. Além de induz o aumento transitério da taxa
apoptética de células de Leydig através de mecanismo associado com receptor de
androgeno, provavelmente envolvendo indug¢do oxido nitrico sintetase 2 (NOS2) e a
diminuigéo no potencial de membrana mitocondrial (JANJIC et al., 2012).

Pesquisas tém demonstrado ainda que o estanozolol promove apoptose em
outros tipos de células, como por exemplo, condrécitos e midcitos. Sendo a
producdo de o6xido nitrico (NO) intimamente correlacionada com a indugédo da
apoptose (ZAUGG et al., 2001; ZHU, 2011).

2.8 Proliferagao Celular

A proliferacdo celular € um processo biolégico de vital importancia para o
organismo que pode ser definido como aumento do numero de células por divisdo
celular (TUMULURI; THOMAS; FRASER, 2002). O ciclo celular € uma sequéncia de
processos altamente ordenados que resultam na duplicagdo de uma célula. Nesses
processos, complexos proteicos compostos de ciclinas e quinases ativadas ciclina-
dependente, desempenham um importantissimo papel. Determinacdo de proteinas
no controle da proliferagdo de células contribui para uma melhor compreenséo das
transformacdes celulares e dos mecanismos de proliferacdo (ALBERTS et al., 2004;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Os marcadores imunohistoquimicos mais
utilizados para estudar a proliferagéo celular s&o: o antigeno nuclear de proliferagcéo
celular (PCNA) e o antigeno Ki-67 (ARISAWA et al., 1999).

O Ki-67 é uma proteina nuclear e nucleolar presente em células em
proliferacdo, mas ndao em repouso (ENDL; GERDES, 2000; KREITZ et al., 2000).
Sua expressao comega a ser detectada na fase S do ciclo células, aumenta na fase
G2, atingindo seu maior pico na fase M. Ap6s a diviséo, a célula retorna a fase G1 e
0s niveis da Ki-67 diminuem progressivamente (LIU; KLEIN-SZANTO, 2000). A
imunopositividade para a Ki-67 aparece localizada no nucleo e/ou regides
perinucleares (BACCHI; GOWN, 1993).

A mutagdo ou ativagdo anormal dos genes que controlam o crescimento

celular pode resultar em modificagbes progressivas da biologia celular
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caracterizadas por alteracdes na proliferagdo, diferenciagdo e na interagédo das
células com o meio extracelular (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2000). Sejam
endoégenos ou exdgenos, os hormoénios estimulam a proliferagéo celular predispondo
as alteragdes genéticas (HENDERSON; FEIGELSON, 2000).

Zhu et al. (2011) demonstraram que o estanozolol regula a proliferacédo de
condrécitos do disco epifisario em ratos adolescentes tratados com um anal6gico
horménio liberador de gonadotrofinas.

As LNCaP (Linhagem de células cancerigenas da prostata de humanos)
foram utilizadas para comparar os efeitos de quatro tipos de EAA, as quais
mostraram uma estimulacao significativa de todos os quatro esteroides em relacéo
aos ensaios de proliferagédo celular (ARNOLD et al. 2005) . Além disso, em resposta
a administracéo de testosterona, um aumento no numero de células PCNA positivas
ocorre no musculo esquelético humano, indicando que a testosterona pode
promover a proliferagdo dessas células (SINHA-HIKIM et al., 2006).

Embora existam diversos estudos sobre o mecanismo molecular da agao dos
hormonios esteroides, ainda nao esta claro como estes estimulam a proliferagéo de
células. Em parte, isso é resultado da capacidade que o estradiol e a testosterona
possuem em regular a expressédo de muitas proteinas envolvidas no controle da
proliferacdo das células, o que torna dificil identificar os alvos cruciais. Alguns
desses alvos sao fatores de crescimento e/ou os seus receptores que sugerem que
os efeitos mitogénicos de esteroides podem ser mediados por mecanismos
autoécrinos ou paracrinos indiretos (CLARKE; DICKSON; LIPPMAN, 1991,
ROBERTS; SPORN 1992). Alternativamente os esteroides regulam a expresséo de
certas ciclinas ou inibidores de quinase, podendo controlar a progressédo do ciclo
celular diretamente (ALTUCCI et al.,, 1996; MUSGROVE; SUTHERLAND, 1994;
ZWIJSEN et al., 1997).

2.9 Angiogénese

A angiogénese é um processo complexo com varios estagios, os quais
envolvem o remodelamento da matriz extracelular, migracdo e proliferacao das

células endoteliais e musculares lisas, e a diferenciacao capilar para formar novos
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vasos sanguineos (FOX; GATTER; HARRIS, 1996; OLIVEIRA et al., 2010; SOUZA;
FREITAS; MIRANDA, 2007). Os vasos neoformados surgem a partir de vasos
preexistentes e este processo mantém-se durante toda a vida do individuo,
respondendo sempre que necessario a alteracdbes na demanda de oxigenacgao
tecidual (SCOTT, 2000).

Varias moléculas estimuladoras da angiogénese ja foram caracterizadas,
entre elas, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que €& uma
glicoproteina homodimérica, liberada por células endoteliais, fibroblastos, plaquetas,
neutréfilos e macréfagos, que induz a angiogénese atuando diretamente nas células
ao se ligar e ativar receptores de membrana pertencentes a familia de receptores
tirosina quinase (RTK), promovendo uma cascata de eventos intracelulares, os quais
resultam em proliferagcdo, mitogénese, migracdo e diferenciagdo das células
endoteliais, assim como aumento da permeabilidade vascular (HICKLIN; ELLIS,
2005; ROY; BHARDWAUJ; YLA-HERTTUALA, 2006).

O VEGEF existe em cinco isoformas: VEGF-A, VEGFB, VEGF-C, VEGF-D e o
fator de crescimento placentario (PGF). Eles compartilham uma estrutura comum de
oito residuos de cisteina no dominio de homologia do VEGF. Sua biodisponibilidade
depende da sua isoforma, do local de secrecéo e da ligagéo a heparina. O balango
entre o VEGF livre e ligado tem importantes implicagdes locais e sistémicas. Destes,
o VEGF-A, ou apenas VEGF, é o fator mais bem estudado e compreendido (BAO et
al., 2008; CAO et al., 1999.; FALLER, 1999; GURKAN; TANRIVERDI; BALAMILI,
2005; KERBEL, 2008).

A sinalizacao pelo VEGF-A representa a etapa condicionante da angiogénese
fisiolégica. O VEGF-A promove o crescimento endotelial em artérias, em veias e em
vasos linfaticos, além de responsabiliza-se pela manutencéo da sobrevivéncia dos
endoteliocitos, prevenindo sua apoptose; aumenta a permeabilidade vascular,
indispensavel para a angiogénese; causa vasodilatacdo in vitro, dependente de
oxido nitrico derivado do endotélio; estimula o recrutamento de células inflamatorias
e a expressdo de proteases implicadas na degradagdo da matriz extracelular
durante a angiogénese (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003). O VEGF é

membro de uma familia de citocinas e exerce fungbes na angiogénese fisioldgica e
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patoldgica e na linfangiogénese (GEIGER et al., 2000; TAMMELA et al., 2003; XIA et
al., 2003).

Varios estudos implicaram que esteroides sexuais s&do importantes
fundamentais para regulacédo de VEGF nos tecidos sensiveis a horménios. In vitro, a
privacao de andrégenos das LNCaP conduziu a uma diminuicdo da expressao da
proteina VEGF (STEWART et al., 2001).

Apesar da influéncia dos esteroides anabdlicos na angiogénese ainda ser
escassa, Carvalho e Okamoto (1985) afirmam que os EAA aceleram a quantidade
de vasos neoformados. A presenca de VEGF no sistema reprodutor masculino foi
demonstrada, através da técnica de imunohistoquimica, em epididimo, testiculos,
células de Leydig e de Sertoli, em humanos adultos (ERGUN et al., 1998;
NALBANDIAN et al., 2003).

E bem conhecido que as células de Leydig segregam VEGF e possuem
receptores de VEGF 1 (VEGFR1) e 2 (VEGFR2), os quais s&o expressos em vasos
sanguineos (ERGUN et al., 1998; NALBANDIAN et al., 2003). Apesar da sua
semelhanca estrutural estes dois receptores de VEGF s&o funcionalmente
diferentes: o VEGFR-2 & necessario para o desenvolvimento da linhagem endotelial
enquanto que VEGFR-1 desempenha um papel importante na organizagcdo do
endotélio vascular (THOMAS; DALE, 2000).
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Resumo

A presente pesquisa analisou os efeitos do estanozolol sobre os testiculos, epididimo,
prostata e vesicula seminal de ratos através dos seguintes parametros: indices
organossomaticos, histologia, processos de angiogénese, apoptose e proliferacdo celular.

Foram utilizados 21 ratos albinos, divididos nos seguintes grupos: ratos sem tratamento (GI),
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ratos tratados com dleo de gergelim (GII) e ratos tratados com estanozolol (5mg/Kg) em 6leo
de gergelim (1 mL/kg), diariamente, 5 vezes por semana, por um periodo de 4 semanas
consecutivas (GIII). Os resultados revelaram que houve uma redu¢do significativa no peso
dos 6rgdos e do indice organossomatico nos animais tratados com estanozolol, além de
alteragdes histoldgicas e imunohistoquimicas apenas nos testiculos e prdstata, caracterizadas
pelo aumento do indice apoptdtico, redu¢do do indice de proliferacio celular e
imunomarcagdo mais intensa para a expressio do VEGF-A. Assim conclui-se que a
administracdo diaria de Smg/Kg de estanozolol, cinco vezes por semana, no periodo de 4
semanas, pode levar a efeitos semelhantes a outros esteroides anabolizantes androgénicos os
quais interferem no eixo hipotdlamo-hip6fise-gonadal causando supressdo hormonal
(gonadotrofinas, testosterona, etc) e consequentemente reducdo ou atrofia dos drgaos

hormdnios-dependentes do aparelho reprodutor masculino.

Palavras-chave: anabolizantes, reproducao, apoptose, angiogénese, proliferagio.

1. Introducio

A busca pelo corpo ideal ¢ evidente na sociedade atual, a qual faz do corpo um
instrumento moldavel. Diversas sdo as formas de modelar, reparar, aumentar ou diminuir
propor¢des, modificando-se a estética natural. Dentre os meios de se modelar mais utilizados
estdo os esteroides anabodlico-androgénicos (EAA), que podem ser considerados uma via de
"efeito rapido” para a obtenc¢do do corpo desejado (Santos et al., 2006).

Os EAA s@o uma familia de hormonios que incluem a testosterona e seus derivados
sintéticos, os quais possuem tanto efeitos anabdlicos quanto androgénicos. Assim, estimulam

o crescimento muscular ¢ a fun¢do do sistema reprodutor masculino através das suas
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propriedades farmacocinéticas, biodisponibilidade e balanco entre suas atividades
androgénicas e anabdlicas (Marques, et al., 2003; Kanayama; Hudson; Pope, 2008).

Apesar dos EAA terem sido inicialmente desenvolvidos com fins terapéuticos, o abuso
dos EAA para o aprimoramento no desempenho atlético e na aparéncia fisica é um crescente
problema entre atletas profissionais e amadores, ¢ tem se tornado um problema de saude
publica em muitos paises. Quando usados de forma ilicita e abusiva para o aumento da massa
muscular, os EAA sio geralmente administrados em doses suprafisiolégicas. Um homem
normal produz cerca de 35-70 mg de testosterona por semana , enquanto os usudrios EAA
podem muitas vezes utilizar doses equivalentes a mais de 1000 mg de testosterona por
semana, e as vezes até¢ o equivalente de 3.000-5.000 mg (Evans, 2004; Janjic et al., 2012;
Kanayama; Pope, 2012).

Estanozolol ¢ um éster da testosterona [17- beta-hidrdxi-17-alfa—metilandrostano (3,2-
C) pirazol] que possui um grande potencial anabdlico e uma degradacdo hepatica mais lenta
do que o hormoénio masculino natural, esta entre os trés EAA mais utilizados em academias
brasileiras, pois segundo os usuarios ele prover o aumento de for¢a sem ganho de peso em
excesso, aumento da vascularizagdo e ajudar na perda de gordura preservando a massa
muscular, além de ser o EAA que apresenta a maior relagdo anabolico-androgénica (30:1)
(Williamson; Cone; Huard, 1995; Pey et al., 2003; Silva; Moureau, 2003; Frizon; Macedo;
Yonamine, 2006; Maior et al., 2009).

Virios experimentos em modelos animais ¢ humanos, no entanto, t€m demonstrado
que a administra¢do de doses suprafisiologicas de EAA tém resultado em efeitos adversos em
varios sistemas fisioldgicos, principalmente ao sistema reprodutor masculino. Dentre eles, os
mais comuns sao infertilidade, atrofia testicular, hipertrofia prostatica e carcinoma prostatico.

Tais alteracdes no aparelho reprodutor parecem ser reversiveis apos descontinuagdo do uso
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dos EAA (Iriart; Andrade, 2002; Labre, 2002; Dohle; Smit; Weber, 2003; Hartgens; Kuipers,
2004; Maravelias et al., 2005; Russo, 2005; Hoffman; Ratamess, 2006; Parkinson; Evans,
2006; Karbalay-Doust et al., 2007; Hoseini et al., 2009; Oda; El-Ashmawy, 2012). Dessa
forma, o presente estudo teve como objetivo analisar a influéncia do uso indiscriminado do
estanozolol sobre os seguintes pardmetros: 1. Indices organossomaticos; 2. Histologia; 3.
Angiogénese; 4. Proliferacdo celular e 5. Apoptose celular, dos testiculos, epididimo,

vesiculas seminais e prostata em ratos adultos.

2. Material e Métodos

2.1. Obtengdo dos animais

Foram utilizados 21 ratos albinos (Rattus norvegicus albinus), com 120 dias de idade,
virgens, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal, da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os ratos foram mantidos
em gaiolas, com alimentag¢do e agua ad libitum, temperatura de 22°C e iluminagdo artificial
que estabeleceu um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro. O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica sob o numero: 23082.0227226/2013-69.

Os ratos foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais: GI - ratos sem
nenhum tratamento (controle), GII - ratos tratados com 6leo de gergelim (placebo) e GIII -

ratos tratados com 5mg/kg de estanozolol diluido em 6leo de gergelim.

2.2. Administracdo do estanozolol
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Os animais do grupo III foram tratados com inje¢des subcutaneas (s.c.) de Smg/Kg de
estanozolol em 6leo de gergelim 1 mL/kg como veiculo, sendo 1 aplicagdo diaria, 5 vezes por
semana, por um periodo de 4 semanas consecutivas seguindo a metodologia descrita por

Tucci et al. (2012). Enquanto os animais do grupo II receberam apenas o veiculo.

2.3. Andlise morfologica dos testiculos, epididimo, prostata e vesicula seminal.

Os animais foram eutanasiados 24 horas apds a ultima administracdo do tratamento.
Para tanto, foram anestesiados com hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (6
mg/kg), por via intramuscular (i. m.). Em seguida, foi realizada a abertura da cavidade
abdominal desde o pubis até o rebordo das costelas, para remog¢ao dos testiculos, epididimo,
vesicula seminal e prostata os quais foram pesados, e mergulhados em formol tamponado a
10%, permanecendo no mesmo por 48 horas. Em seguida os animais foram eutanasiados
aprofundando-se a anestesia até a dose letal.

Apds esses procedimentos os materiais foram desidratados em dlcool etilico
(concentragdes crescentes), diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina. A
seguir, os blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot (Leica RM 2035) ajustado para
5 um. Os cortes assim obtidos foram colocados em laminas previamente untadas com
albumina de Mayer e mantidos em estufa regulada a temperatura de 37°C, durante 24 horas,
para secagem e colagem. Em seqiiéncia, os cortes foram submetidos a técnica de coloracdo
pela Hematoxilina-Eosina (H.E), analisados em microscopio de luz, da marca OLYMPUS

BX-49 e fotografados em fotomicroscopio OLYMPUS BX-50.
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2.4 Indices Organossomdtico (10)

O indice organossomadtico foi utilizado como um indicativo da ag¢do do estanozolol,
uma vez que os efeitos deste esteroide anabolizante nestes 6rgdos sdo previamente reportados.
Para tanto foi calculado a razdo entre o peso dos drgdos (testiculos, epididimos, prostata e
vesicula seminal) pelo peso corporeo de cada animal, para a obtengdo de seus respectivos

indices organossomaticos, como na figura abaixo:

Onde:

10: Indice organossomatico; 10 = E X 100
PC

PO: Peso do 6rgio;

PC: peso corporal.

2.5 Indice apoptético (IA)e proliferacéo celular (IPC)

Foi utilizado o método TUNEL como indicador de apoptose. Os cortes foram
inicialmente desparafinados e hidratados, em seguida incubados em PBS por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apos, a Proteinase K foi aplicada sobre as laminas por 15 minutos. As
laminas foram lavadas em agua destilada e incubadas em peroxido de hidrogénio por 5
minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS e incubados em tampao
de equilibrio por 60 minutos a 4°C. Depois, os cortes foram incubados em TdT a 37° por 1
hora em camara imida. Foi aplicada a solu¢do stop por 10 minutos em temperatura ambiente,
em seguida, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas em anti-digoxigenina. As ldminas
foram enxaguadas em PBS e os cortes revelados com substrato cromogénico
diaminobenzidina (DAB, Dako Cytomation™) (+£20 minutos), sendo contracorados com

hematoxilina por 20 a 30 segundos. Apds as laminas foram lavadas em dgua corrente,
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desidratadas em concentragdes crescentes de alcool e colocadas em xilol para serem montadas
e observadas em microscopio de luz.

Para determinar a proliferagdo celular, foi utilizado o anticorpo Ki-67, SP6 (Spring) na
dilui¢do 1:100. Para tanto, foi realizada desparafinizagdo em xilol e re-hidratagdo em alcool e
agua destilada. A recuperacgdo antigénica foi realizada com tampao citrato (pH=6) em banho
maria por 20 minutos, a 100°C, com descanso das ldminas por mais 20 minutos em
temperatura ambiente. Apds as laminas foram lavadas em dgua corrente e destilada. Foi
aplicado sobre os cortes o perdxido de hidrogénio a 3% por 30 minutos. Decorridos os 30
minutos, as laminas foram lavadas e incubadas em Tris-Triton por 15 minutos. Em seguida,
os cortes foram lavados em Tris e incubados em BSA por 30 minutos. As laminas foram
novamente lavadas em Tris e incubadas no anticorpo primdrio por 1 hora em temperatura
ambiente. Depois, as laminas foram lavadas em Tris e incubas em anticorpo secundario
conjugado a peroxidase (N-Histofine simple stain max PO, Nichirei Biosciences) por 30
minutos. Apos, os cortes foram lavados em Tris. A reagdo foi revelada com substrato
cromogénico diaminobenzidina (DAB, Dako Cytomation™) até os cortes ficarem escuros,
sendo contracorados com hematoxilina por 20 a 30 segundos. As laminas foram lavadas em
dgua corrente, desidratadas em concentragdes crescentes de alcool e colocadas xilol para
serem montadas e observadas em microscdpio de luz.

O indice apoptotico e de proliferagdo celular foi determinado pelo percentual de
células positivas a partir de, pelo menos 500 ntcleos subdivididos em 10 campos escolhidos
aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40x (Losa et al., 2000; Burcombe et al., 2006; Wu

etal., 2013).
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2.6 VEGF-A

Para avaliar a expressdo do fator de crescimento vascular endotelial VEGF-A, foi
utilizado o anticorpo VEGF-A (Dako, Denmark) na dilui¢do 1:20. Para tanto, os cortes foram
desparafinizados em xilol e re-hidratagdo em dalcool e agua. A recuperagdo antigénica foi
realizada com tampao citrato (pH=6) em forno de micro-ondas por 20 minutos, a 90°C, com
descanso das laminas por mais 20 minutos dentro do forno. Apos lavagens em Tris, foi
realizado o bloqueio da peroxidase enddgena colocando sobre o material perdxido de
hidrogénio (H,0,) a 3% por 30 minutos. Em seguida os cortes foram lavados com Tris-Triton
e incubados em BSA (Albumina Sérica Bovina) por 30 minutos. Posteriormente incubados
em anticorpo VEGF por duas horas em cdmera imida. Posteriormente sucessivas lavagens
com Tris foram realizadas. Aproximadamente 100uL do anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (N-Histofine simple stain max PO, Nichirei Biosciences) foi utilizado em cada
corte. A reagdo foi revelada com substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB, Spring®)
até os cortes ficarem escuros (£ seis minutos), sendo contracorados com hematoxilina por 20
a 30 segundos. Apos lavagem em agua corrente, o material foi desidratado com alcool 100% e

xilol, em seguidas foram montadas e observadas em microscopio de luz.

2. 7 Andlise Estatistica

Os dados obtidos dos pesos dos orgdos, dos indices organossomatico, apoptotico e de
proliferacdo celular foram avaliados por meio de testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis e

as médias comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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3. Resultados

3.1 Peso dos orgados e indice organossomatico (10)

A andlise estatistica do peso dos drgdos e do 10 revelou que nos animais tratados com
estanozolol, houve reducdo significativa em todos os orgdos estudados, quando comparados

aos resultados dos grupos controle e dleo de gergelim (Tabela 1 e Fig. 1).

3.2 Analise morfologica

Testiculos

Os testiculos dos animais pertencentes aos grupos controle e o6leo de gergelim
apresentaram-se bem preservados, envolvidos por uma cépsula de tecido conjuntivo denso, a
tunica albuginea. Contendo numerosos tibulos seminiferos, que se alojam como novelos
dentro do tecido conjuntivo frouxo, formados por um epitélio germinativo apoiado sobre uma
lamina basal e tecido conjuntivo formado por fibroblastos e células midides achatadas (Fig.
2A). Neste epitélio seminifero observaram-se numerosas espermatogonias em VAarios
tamanhos, além da presenca de células de Sertoli, apresentando morfologia piramidal,
encontradas aderidas a lamina basal dos tubulos, e suas extremidades apicais estdo voltadas
para o limen (Fig. 2B). No tecido intersticial dos testiculos foram observadas ainda varias
células de Leydig, entre os tibulos, caracterizadas por apresentarem citoplasma bastante
corado e vacuolado, além de vasos sanguineos (Figs. 2C e 2D).

Nos testiculos dos animais do grupo estanozolol notou-se tibulos seminiferos com
contornos irregulares, porém com os mesmos elementos celulares observados nos testiculos

dos animais dos grupos I e II (Figs. 2E e 2F).
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Epididimo

No epididimo dos animais dos grupos controle e 6leo de gergelim foi possivel
observar sec¢des do ducto epididimario, contendo um grande volume de espermatozoides em
sua regido central (Figs. 3A e 3B). Revestindo o ducto observou-se um epitélio colunar
pseudo-estratificado, composto por células basais arredondadas e células colunares cobertas
por longos e ramificados estereocilios, apoiado em uma ldmina basal de células musculares
lisas (Figs. 3C e 3D). Em torno do tubo pode-se notar a presen¢a de tecido conjuntivo
contendo vasos sanguineos (Fig. 3C). No entanto, no epididimo dos animais pertencentes ao
grupo estanozolol observou-se uma aparente diminuicdo do tecido conjuntivo que envolve o
ducto epididimério e ainda epitélio contendo um grande volume de c€lulas vacuolizadas (Fig.

3E e 3F).

Vesiculas Seminais

Nas vesiculas seminais dos animais dos grupos controle e 6leo de gergelim foi
evidenciada uma tunica adventicia, formada por tecido conjuntivo. Internamente verifica-se
uma mucosa pregueada e forrada com epitélio de morfologia cuboide a pseudo-estratificado
colunar, com lamina propria fibroelastica (Figs. 4A e 4B). A lamina prépria encontra-se
envolvida por uma delgada camada de musculo liso (Figs. 4C e 4D).

Nas vesiculas seminais dos animais do grupo estanozolol observa-se um espessamento
do tecido conjuntivo e do tecido muscular liso dos septos interglandulares, bem como o
espessamento da capa média muscular, além de varios prolongamentos epiteliais (Figs. 4E e

4F).
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Prostata

Na préstata dos animais dos grupos controle e o6leo de gergelim observamos
numerosas glandulas tibulo-alveolares ramificadas e bastantes preservadas, formadas por um
epitélio variado de cuboide a pseudo-estratificado colunar (Figs. 5SA e 5B). Verificou-se ainda
uma capsula fibromuscular, contendo inimeras células musculares lisas, envolvendo toda a
prostata. Notou-se que septos partem desta cipsula e penetram entre as glandulas tubulo-
alveolares, dividindo-as em lobulos (Figs. 5C e 5D). Quando comparadas aos grupos controle
e dleo de gergelim, as glandulas prostaticas dos animais do grupo estanozolol mostraram-se

menos volumosas, mas com estruturas histoldgicas preservadas (Figs. SE e 5F).

3.3 Apoptose e indice apoptotico (I1A)

O ensaio pelo teste de TUNEL foi positivo em todos os érgdos analisados, entretanto
foi mais significativo nos testiculos e prostatas dos animais tratados com estanozolol, os quais

apresentaram os maiores IA (Figs. 6 ¢ 7).

3.4 Indice de proliferacéo celular (IPC)

O indice de proliferagdo celular foi significativamente reduzido nos testiculos e
prostatas dos animais tratados com o estanozolol, ndo havendo diferengas significativas para o

epididimo e vesicula seminal (Fig. 8).

3.5 Expressdo do VEGF A

A imunomarcagdo para a expressdo do VEGF-A foi mais intensa no tecido conjuntivo

peritubular nos testiculos e no tecido conjuntivo da préstata dos animais tratados com
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estanozolol. O epididimo e a vesicula seminal ndo apresentaram diferengas na expressdo desse

fator de angiogénese (Fig. 9).

Tabela 1. Média (£ desvio padrdo) do peso dos orgdos (g) dos animais dos grupos

experimentais.

GRUPOS TESTICULOS EPIDIDIMO V.SEMINAIS PROSTATA

GI 1,25 +£0,09a 0,41 £0,03a 0,51 £0.02a 0,59 +0,01a
GII 1,36 £0,12a 0,40 £ 0,04a 0,50 £0,02a 0,60 +£0,02 a
GIII 1,06 + 0,08b 0,33+ 0,01b 0,38 £ 0,05b 0,54 + 0,02b

*Médias seguidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo

teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P>0,05).

0,5 -
0,45 -
041
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Controle
m Oleo de Gergelin

H Estanozolol

Indice Organossomatico (%)

Testiculo Epididimo Prostata Vesicula Seminal

Figura 1: Grafico do Indice organossomatico (I0) dos 6rgdos dos animais dos grupos
experimentais. Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (¥*P<0,05).
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Figura 2: Fotomicrografia de cortes de Testiculos dos animais dos grupos experimentais. A -
Tubulos seminiferos (GI). Aumento 42X. B - Epitélio seminifero (GI). Aumento 428X. C -
Tabulo seminifero (GII). Aumento 42X. D - Tabulo seminifero (GII). Aumento 107X. E -
Tubulos seminiferos (GIII). Aumento 107X. F - Detalhe epitélio seminifero (GIII). Aumento
428X. Seta longa - tecido intersticial; Cabegca de seta- lamina basal; Seta curta -
Espermatozoides; TS- Tubulos seminiferos; EP - epitélio seminifero; *- Células de Sertoli; L
- Lumen. Coloragido H.E.
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Figura 3: Fotomicrografia de cortes dos epididimos dos animais dos grupos experimentais. A
- Ducto epididimario (GI). Aumento 107X. B - Detalhe do epitélio (GI). Aumento 428X. C -
Epididimo (GII). Aumento 107X. D - Epitélio do epididimo (GII). Aumento 428X. E -
Epididimo (GIII). Aumento 107X. F - Detalhe do epitélio (GIII). Aumento 428X. Seta longa-
tecido conjuntivo; Seta curta - Estereocilios; Cabeca de seta- ldmina basal; DE - Ducto
epididimario; ES - Espermatozoides; EP - Epitélio pseudo-estratificado colunar. Coloragio
H.E.
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Figura 4: Fotomicrografia dos cortes de vesiculas seminais dos animais dos grupos
experimentais. A - Vesicula seminal (GI). Aumento 107X. B - Detalhe da mucosa (GI).
Aumento 428X. C - Vesicula seminal (GII). Aumento 107X. D - Lamina prépria (GII).
Aumento 428X. E - Vesicula seminal (GIII). Aumento 107X. F - Detalhe do epitélio e
camada muscular (GIII). Aumento 428X. Seta longa - ldmina propria; Seta amarela: pregas da
mucosa; Seta curta: prolongamentos do epitélio; LS - Liquido seminal; Barra amarela - Capa
média muscular. Coloracao H.E.
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Figura 5: Fotomicrografia dos cortes da regido periférica da prostata dos animais dos grupos
experimentais. A - Prostata (GI). Aumento 42X. B - Detalhe das glandulas tibulo-alveolares
(GI). Aumento 107X. C - Prostata (GII). Aumento 42X. D - Detalhe do epitélio glandular
(GII). Aumento 107X. E - Glandulas tubulo-alveolares (GIII). Aumento 42X. F - Detalhe do
epitélio glandular (GIII). Coloracdo H.E. Aumento 107X. Seta longa - Estroma; Seta curta -
epitélio glandular; LP - Liquido prostatico; * - Glandulas tabulo-alveolares. Coloragdo H.E.
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Figura 6: Apoptose teste de TUNEL: Testiculo (A) controle e (B) estanozolol. Prdstata (C)
controle e (D) estanozolol. Proliferagdo celular teste Ki-67: Testiculo (E) controle e (F)
estanozolol. Prostata (G) controle e (H) estanozolol. Barras = 100pm.
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Figura 7: Grafico do Indice apoptético (IA) nos 6rgios dos animais dos grupos
experimentais. Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (¥*P<0,05).

100 -
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Figura 8: Gréfico do Indice de proliferagdo celular (IPC) nos 6rgios dos animais dos grupos
experimentais. Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (¥*P<0,05).
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Figura 9: Imunomarcagdo com VEGF - A: Testiculo (A) controle e (B) estanozolol. Prostata
(C) controle e (D) estanozolol. Vesicula seminal (E) controle e (F) estanozolol. Epididimo (G)
controle e (H) estanozolol. Barras = 100um.
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4. Discussio

Androgénios enddgenos sdo responsaveis pelo desenvolvimento sexual no sexo
masculino, incluindo a matura¢do e manuteng¢do dos testiculos, préstata, vesicula seminal e
epididimo (Barceloux; Palmer, 2013). Porém, o uso abusivo de EAA pode levar a diversas
alteracdes no corpo, inclusive no sistema genital masculino (Payne; Kotwinski; Montgomery,
2004; Pereira-Junior et al., 2006).

No presente estudo, foi constatada a redugdo significativa dos pesos e do indice
organossomatico, alteracdes histoldgicas e imunohistoquimicas n os drgdos estudados.
Embora a literatura relate que o estanozolol seja um dos esteroides artificiais mais utilizados
dentre os atletas por ser pouco androgénio e moderadamente anabdlico, promovendo poucos
efeitos colaterais (Guimardes Neto, 2003), os nossos resultados mostraram que a sua
utilizagdo continua de doses suprafisiologicas, pode levar a efeitos semelhantes a outros EAA,
os quais interferem no eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal causando supressdo hormonal
(gonadotrofinas, testosterona, etc) e consequentemente reducdo ou atrofia dos orgios
hormodnios-dependentes do aparelho reprodutor masculino (Mcintyre; Porter; Henderson,
2002; Noorafshan; Karbalay-Doust; Ardekani, 2005; O’sullivan et al., 2000; Shokri et al.,
2009; Oda; El-Ashmawy 2012; Vargas et al., 2013). A redu¢do do 10 pode comprometer as
funcdes do aparelho reprodutor masculino, visto que este reflete a relagdo dos 6rgdos com a
massa corporal fornecendo informagdes sobre alteragdes no estado nutricional e energético ou
dos efeitos toxicos de uma substincia em 6rgaos (Maxwell; Dutta, 2005).

Os andrégenos enddgenos atuam sobre diferentes oOrgdos-alvo dentro do trato
reprodutivo masculino para estimular o seu desenvolvimento exercendo efeito agonista sobre

a proliferacdo e antagonista sobre a morte celular programada, para manter a estrutura e
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funcdo dos orgdos na fase adulta. A sua inibi¢do pelos EAA provoca regressao desses 0rgaos
via apoptose. No entanto, nem todos os orgdos do aparelho reprodutor sdo igualmente
sensiveis a auséncia de andrégenos enddgenos (Tsuji et al., 1998). As analises do IA e IPC
mostraram que apenas os testiculos e prostata apresentaram resultados significativos,
caracterizados pelo aumento da apoptose e redugdo da proliferacdo celular. Estudos reportam
que doses suprafisioldgicas de EAA provocam diminui¢do, por apoptose, do numero de
camadas de células germinativas nos testiculos, e das células epiteliais da prostata,
desregulando a sintese do liquido prostatico, processo este diretamente associado ao estresse
oxidativo (Sinowatz et al., 1995; Kiess; Gallaher, 1998; Giampietri et al., 2005; Shokri et al.,
2009). Pey et al. (2003) ao submeter ratos a altas doses de estanozolol observou que este
induziu o estresse oxidativo no figado destes animais. Portanto, sugere-se que o estanozolol
pode afetar o sistema antioxidante testicular e prostatico, induzindo o estresse oxidativo que
pode ser uma causa de infertilidade masculina.

Embora o epididimo e vesiculas seminais ndo tenham apresentado diferengas
significativas nos indices apoptdtico e de proliferacdo celular o estanozolol promoveu
alteragdes histoldgicas que podem sugerir efeitos toxicos nesses Orgios. As vacuolizagdes
encontradas no epitélio do epididimo podem ser consequéncia da degeneracdo vacuolar, a
qual ¢ induzida pela privacdo de androgenos endogenos, uma vez que estes sdo considerados
essenciais para a manutengdo estrutural do epitélio epididimério (Goyal; Hutto; Maloney,
1994). J4 em relag@o a aparente atrofia das vesiculas seminais estudos demonstraram que em
animais castrados ocorrem alteracdes morfoldgicas e atrofia destas glandulas. No entanto apds
dez dias de reposicdo com testosterona, foi verificada reestruturacdo destes Orgdos e o
reestabelecimento de suas fungdes secretoras e recuperagdo do peso, arquitetura e populacio

de células epiteliais (Higgins; Burchell, 1978; Lee, 1996; Justulin et al., 2006).
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Com relacdo a imunomarcacgao para a expressao do VEGF-A, houve maior intensidade
no tecido conjuntivo peritubular nos testiculos e no estroma da prostata dos animais tratados
com estanozolol. Nos testiculos as células de Leydig sdo responsaveis pela producdo de
VEGF-A, desempenhando um papel importante na regulacio da angiogénese e da
permeabilidade vascular local (Ludwikowski; Gonzalez, 2013). Entretanto, a utilizagdo de
altas doses de EAA, induzem as células de Leydig a sintese desse fator angiogénico,
aumentando assim, o risco de interrup¢do da espermatogénese (Sone; Deo; Kumagai, 2000)
Ou Desenvolvimento De Tumor Testicular (Chimento et al., 2011). Como a microcirculagdo
testicular ¢ considerada fundamental na regulagdo tanto da gametogénese quanto da
esteroidogénese (Korpelainen et al., 1998), a administragdo do estanozolol pode interferir
nesses processos resultando na infertilidade.

A elevagdo sanguinea da concentracdo do fator de crescimento endotelial vascular,
provocada por andrdgenos anabolizantes, reflete sua produgdo prostatica, tornando este um
marcador tumoral potencialmente interessante, pois a expressao em grandes quantidades desse
fator no epitélio e sua disseminag@o para o estroma estimula o aumento na proliferagdo de
células endoteliais e a neovascularizago, fatores necessarios para a continua¢io crescimento
da malignidade (Eisermann et al., 2013). Entretanto, o aumento da expressdo deste fator no
estroma tem sido associado aos casos de hiperplasia benigna prostatica (HBP) (Walsh et al.,
2002; Botelho; Pina; Lunet, 2010). Assim, o estanozolol, de alguma forma, parece interferir
na expressdo do VEGF-A na préstata que pode atuar diferentemente nos na inducdo da HBP

ou do cancer.
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5. Conclusio

Muitos efeitos adversos tém sido associados com o abuso de diversos EAA, incluindo
disturbios do trato urogenital. Nos mostramos que a administragdo de Smg/Kg de estanozolol,
cinco vezes por semana, durante quatro semanas, promove alteragdes de intensidades
diferentes nos testiculos epididimo, prostata e vesiculas seminais de ratos adultos,
semelhantemente a outros esteroides anabolizantes, que pode comprometer a fertilidade. Isso
induz a necessidade de mais estudos para a melhor compreensdo do mecanismo de atuacio do

estanozolol na fisiologia reprodutiva.
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