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RESUMO

A alta incidéncia do uso de esteroides anabdlicos nas ultimas décadas,
ultrapassaram os meios esportivos/competicbes, e passaram a ser utilizados
também por atletas recreacionais e mulheres que o utilizam para fins estéticos,
visando o aumento de massa magra e reducdo de gordura subcutanea.
Estudos, no entanto, tém demonstrado que a administracdo desses
anabolizantes tem resultado em efeitos adversos em varios sistemas
fisiologicos. Mediante a falta de pesquisas sobre alteragbes nos Orgaos
reprodutivos feminino e seu efeito sobre citocinas proé-inflamatoérias, esta
pesquisa investigou possiveis alteracbes ou efeitos provocados pelo uso
suprafisiologico da nandrolona sobre a morfofisiologia e imunohistoquimica do
Utero e ovarios, bem como seu efeito na fertilidade de ratas Wistar. Foram
utilizadas 30 ratas albinas da linhagem wistar, com 60 dias de idade e peso
aproximadamente de + 190g, divididas em trés grupos experimentais: controle
(C), controle veiculo (CV) e tratamento-esteroide (TE), contendo dez animais
cada. Os animais do grupo TE foram submetidos a inje¢cdes subcutaneas, 5
dias/semana, por 30 dias, na concentracdo de 5 mg/kg de nandrolona em 1
mL/kg de propilenoglicol. Os animais do grupo controle (C) e controle veiculo
(CV) foram submetidos as mesmas condicbes do grupo TE, exceto pela
auséncia do esteroide. Foi analisada a morfologia do Utero e ovérios de cinco
fémeas de cada grupo pela técnica de coloracdo pela Hematoxilina-Eosina
(H.E). Foi avaliado também o indice organossomatico, niveis hormonais
(estrégeno e progesterona), a ciclicidade estral e imunohistoquimica (TNFa,
IL6, VEGF e apoptose). As ratas restantes desses grupos foram utilizadas para
avaliacdo da fertilidade. Os resultados mostraram que houve reducéo do indice
organossomatico nos ovarios e aumento deste fator no utero, bem como
aumento do peso corporeo das ratas submetidas apenas ao esteroide. Essas
mesmas ratas apresentaram um quadro de estro permantente, reducdo dos
niveis séricos de estrégenos e progesterona. A analise morfolégica revelou
ainda ovarios sem corpos luteos, aumento de foliculos terciarios, e no utero
reducdo significativa do limen e glandulas endometriais mais desenvolvidas. A
guantificacdo da expressao para as citocinas TNFa e IL6 revelou aumento

significativo nos ovérios e Utero das ratas tratadas com esteroide. Com relacéo



ao VEGF houve aumento de sua expressao nos ovarios das ratas tratadas com
o0 esterodide, entretanto este fator reduziu no Utero. Os ovarios e uteros dessas
ratas apresentaram aumento significativo do indice apoptotico. Assim conclui-
se que os efeitos adversos da nandrolona no aparelho reprodutor feminino
podem esta relacionados a sua interferéncia na regulacdo das citocinas proé-

inflamatérias e no processo apoptotico normal.

Palavras-chave: Anabolizantes, ratas, reprodugéo, imunohistoquimica, niveis

hormonal, ciclicidade estral, indice organossomatico.



ABSTRACT

The high incidence of the use of anabolic steroids in the last decades,
have surpassed the sporting resources / competitions, and have been used by
recreational athletes and women who use it for aesthetic purposes, aiming at
increasing lean mass and reducing subcutaneous fat. Studies, however, have
shown that the administration of these anabolics has resulted in adverse effects
on various physiological systems. Due to the lack of research on alterations in
the female reproductive organs and their effect on proinflammatory cytokines,
this research investigated possible alterations or effects caused by the
supraphysiological use of nandrolone on the morphology and
immunohistochemistry of the uterus and ovaries, as well as its effect on the
fertility of Wistar rats. Thirty albino rats of the wistar line, 60 days old and
weighing approximately + 190g, were divided into three experimental groups:
control (C), control vehicle (CV) and treatment-steroid (TE), containing ten
animals each. The animals of the TE group underwent subcutaneous injections,
5 days / week, for 30 days at the concentration of 5 mg / kg of nandrolone in 1
mL / kg of propylene glycol. The animals of the control group (C) and control
vehicle (CV) were submitted to the same conditions of the TE group, except for
the absence of the steroid. The morphology of the uterus and ovaries of five
females of each group was analyzed by the hematoxylin-Eosin staining
techniqgue (H.E). The organosomal index, hormone levels (estrogen and
progesterone), estral and immunohistochemical cyclicity (TNFa, IL6, VEGF and
apoptosis).The remaining rats of these groups were used for fertility evaluation.
The results showed that there was a reduction of the organosomal index in the
ovaries and an increase of this factor in the uterus, as well as an increase in the
body weight of rats submitted to the steroid alone. These same rats presented a
permanent estrous condition, reduction of serum levels of estrogens and
progesterone. Morphological analysis also revealed ovaries without corpora
lutea, enlargement of tertiary follicles, and in the uterus significant reduction of
lumen and more developed endometrial glands. Quantification of the expression
for cytokines TNFa and IL6 revealed significant increase in the ovaries and
uterus of the steroid treated rats. Regarding VEGF, there was an increase in its

expression in the ovaries of rats treated with the steroid, however this factor



decreased in the uterus. The ovaries and uterus of these rats showed a
significant increase in the apoptotic index. Thus, it is concluded that the adverse
effects of nandrolone in the female reproductive tract may be related to its
interference in the regulation of pro-inflammatory cytokines and the normal

apoptotic process.

Key words: Anabolics, rats, reproduction, immunohistochemistry, hormonal

levels, estrous cyclicity, organosomal index.
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CAPITULO |
1. INTRODUCAO

Uma das facetas que tem caracterizado a sociedade de consumo € a crescente
importancia atribuida a aparéncia corporal. Mulheres tém se preocupado e dado
maior atencao ao corpo, para a obtencdo do parametro imposto pela sociedade, por
meio da utilizagdo de técnicas e cuidados voltados para 0 mesmo, investido em
dietas, musculacéo e até mesmo cirurgias estéticas. Em paralelo ao culto ao corpo,
estudos mostram que tem aumentado 0 numero de pessoas que se encontram
insatisfeitas com sua aparéncia fisica, aumentando o consumo de drogas/esteroides
anabdlicos androgénicos (EAAs) conhecidas como "drogas da imagem corporal
(IRIART; CHAVES; ORLEANS, 2009).

Os Esteroides Anabodlicos Androgénicos (EAAsS) sdo drogas sintéticas,
resultado do metabolismo do colesterol, produzidas pelo cértex da glandula adrenal,
testiculos e ovarios (BARROS et al., 2014). Inicialmente foram desenvolvidos para
aplicacbes clinicas, para o tratamento de doencas crbnicas associadas ao estado
catabdlico em pacientes acometidos por: AIDS; doenca pulmonar obstrutiva crénica;
deficiéncia hepatica ou renal; cancer; casos de queimadura; e recuperacdo pos-
operatodria (SHAHIDI, 2001; HOFFMAN; RATAMESS, 2006; KICMAN, 2008). Porém
nas ultimas décadas verificou-se um uso dessas drogas para melhoramento fisico e
um aumento do consumo por mulheres que o utilizam para fins estéticos, visando o
aumento de massa magra e reducao de gordura subcutanea (POPE; KATZ, 2004).

Estes esteroides atuam principalmente na sintese proteica, agindo na célula da
seguinte maneira, conseguem atravessar a membrana plasmatica (MP) por
possuirem um baixo peso molecular (SHUPPNIK, 1997), ap6s atravessar a MP se
liga a receptores citoplasmaticos formando um complexo denominado esteroide-
receptor, este complexo por sua vez migra para o nucleo da célula e induz o DNA a
sintetizar RNAm, que produzira as proteinas (BAULIEU, 1975).

Entre os EAAs mais conhecidos destacamos o decanoato de nandrolona,
também chamada de deca durabolin, cuja substancia ativa € a Nandrolona (ND).
Segundo Cunha et al. (2006) € um dos anabolizantes mais utilizados do mundo,
devido ao seu moderado potencial androgénico e boa propriedade anabdlica,
provendo a hipertrofia muscular (DUTRA; PAGANI; RAGNINI, 2012). Sua substancia
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ativa € promotora do aumento da massa muscular, ganho de forca e peso, e
consequentemente performance fisica (KOHLER; LAMBERT, 2002).Geralmente, 0s
EAAs sdo administrados em dose suprafisiolégicas (FERMO et al., 2008), que sao
de cinco a 29 vezes maiores do que as dose recomendada pela a substituicdo
hormonal (PERRY et al., 2005) ou podendo chegar a 100 vezes a aplicada para
tratamento terapéuticos (CLARK; FAST, 1996).

Estudos, no entanto, tém demonstrado que a administracdo de EAAs tém
resultado em efeitos adversos em varios sistemas fisiologicos (MARAVELIAS et al.,
2005; HOFFMAN; RATAMESS, 2006; HOSEINI et al., 2009 ), levantando a hipétese
gue os EAAs em doses elevadas sejam capazes de estimular a producédo de varias
substancias que podem exercer efeito negativo sobre os 6rgaos reprodutivos, bem
com os radicais livres e algumas citocinas como o Interferon gama, o Fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) (LIN; CALVANO; LOWRY, 2011) e IL6 caracterizando
0 processo inflamatério (KALFAS, 2001; PHILLIPS, 2005; ROZEN et al., 2007;
KOLAR et al., 2010).

Mediante a falta de pesquisas sobre alteracbes nos 6rgaos reprodutivos, pouco
se sabe sobre as modificagcbes causadas por essa droga no aparelho reprodutor
feminino e seu efeito sobre citocinas pro-inflamatorias, pois pesquisa relevante
nessa area trata primordialmente sobre esteroides ligados ao sexo masculino.
Assim, este trabalho visou investigar possiveis alteracbes ou efeitos provocados
pelo uso suprafisiolégico da nandrolona sobre a morfofisiologia e imunohistoquimica

do Gtero e ovarios de ratas da linhagem Wistar.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Esteroides anabdlicos andrégenos

A busca por substancias que melhoram o desempenho fisico € mais antiga do
gue se imagina. Antigamente os gregos faziam uso de cogumelos alucinégenos, ja
em Roma, os gladiadores do Coliseu usavam estimulantes naturais. indios da
América do Sul mascam folhas de coca como um estimulante natural e os

noruegueses Vikings comiam fungos para se manterem acordados e descansados
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para as suas batalhas e conquistas. Na China, onde a historia documenta ha mais
de 2.700 a.c, o imperador da dinastia Cheng Shen-Nunge descreve o efeito
estimulante de uma planta local chamada “machung”, utilizada por lutadores e
desportistas chineses para dar mais animo e coragem nas disputas (DE ROSE;
EDUARDO, 1989).

No final do século XIX, o fisiologista francés Charles Eduard Séquard, ao
injetar, em si mesmo, extratos testiculares de cées e porcos, relatou melhora na
resisténcia fisica e em sua energia intelectual. A testosterona, horménio sexual
masculino, responsavel por esses efeitos, sé foi isolado em 1935, por Ruzica e
Welstein. Em 1945, houve a popularizacdo das acdes deste hormdnio no meio
atlético com a publicac&o do livro The male Hormone, largamente lido. A partir dai o
uso da testosterona tornou-se comum entre os atletas das varias modalidades
(YESALIS et al., 2000).

O termo androgeno é de origem grega, onde andro significa homem e gennan,
produzir. A definicdo biologica de um andrdgeno é qualquer substancia que produz
especificamente o crescimento das gbnadas masculinas. Na espécie humana,
existem cinco formas principais de andrégenos circulantes: a testosterona,
diidrotestosterona (DHT), androstenediona, dehidroepiandrosterona (DHEA) e seu
derivado sulfatado (DHEAS) (HANDA; PRICE, 2000).

Vérias décadas depois, em 1930, a testosterona foi isolada e caracterizada, e
sua denominacao foi usada pela primeira vez na Alemanha, onde: testo = testes,
ster = esterol e ona = cetona. As células intersticiais do testiculo (Células de Leydig)
promovem a sintese da testosterona, que desempenha um papel importante na
espermatogénese, desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias,
liberacdo de gonadotrofinas e estimulacdo de sintese proteica (TASGIN; LOK;
DEMIR, 2011).

A Testosterona € o principal horménio esteroide androgénico derivado a partir
da molécula de colesterol e produzido principalmente pelas células de Leydig nos
testiculos, e em menor proporcdo pelas gbnadas femininas e glandula suprarrenal.
Os efeitos fisiolégicos da testosterona sdo designados como androgénicos e
anabdlicos, sendo o primeiro responsavel pela determinacdo das caracteristicas

sexuais masculinas primarias e secundarias, e o segundo, associado com agao
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miotrofica, aumentando a sintese proteica no musculo, e consequentemente
aumento da massa muscular (LIU; DEATH; HANDELSMAN, 2003).

A testosterona promove acbOes em diversos tecidos-alvo, como no sistema
reprodutor, o sistema nervoso central, o rim, o figado, os musculos e o coracdo e
pode ser metabolizada a outros esteroides ativos (SHAHIDI, 2001). Isso ocorre pela
acao de enzimas locais, como a 5-a redutase e a aromatase. A primeira forma o
metabodlito di-hidrotestosterona (DHT), que atua em receptores androgénicos (RA), e
a segunda, em estrégenos, que atuam sobre receptores estrogénicos (RE) (Figura
1). O DHT possui uma maior afinidade com receptores androgénicos que a prépria
testosterona (LIU; DEATH; HANDELSMAN, 2003; HARTGENS; KUIPERS, 2004).

> 3
P /
—
> RE
-
HO ESTRADIOL
i

FIGURA 1. Conversdo da testosterona a di-hidrotestosterona (DHT) e estradiol. A
testosterona é irreversivelmente convertida pela enzima 52-redutase a DHT, que se
liga com maior afinidade ao receptor de androgénio (RA) ou pela aromatase em
estradiol que se liga ao receptor do estrogénio (RE). Modificado de Kicman (2008).

Os esteroides hormonais podem ser classificados em esteroides que possuem
efeitos importantes sobre o metabolismo intermediario (cortisol, por exemplo),
esteroides que exercem principalmente atividade de retencdo de sal (aldosterona,
por exemplo) e os que exibem atividade estrogénica ou androgénica. Nos homens, a
testosterona € o andr6geno mais importante secretado pelos testiculos, sendo
produzidos diariamente cerca de 8 mg de testosterona, cerca de 95% pelas células
de Leydig e apenas 5% pelas suprarrenais. Nas mulheres, pequenas quantidades de
testosterona séo sintetizadas pelos ovarios e pelas suprarrenais (HEDGE; COLBY;
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GOODMAN, 1988). Os EAAs sao substancias derivadas e/ou sintetizadas da
testosterona (MARQUES; PEREIRA; AQUINO NETO, 2003).

A sintese dos hormonios androgénios da-se a partir do colesterol. Este ira
formar, apds sucessivas oxidagfes, a pregnenolona. A pregnenolona € o principal
precursor dos horménios esterdides. Durante a conversdo da pregnenolona a
testosterona, ocorre a formacdo de desidroepiandrosterona (DHEA) e de
androstenediona (HANDELSMAN, 2001).

Os esteroides anabdlicos andrégenos (EAAS) foram inicialmente desenvolvidos
com fins terapéuticos, como exemplo, para o tratamento de pacientes com
deficiéncia natural de andrégenos, na recuperacdo de cirurgias e atrofias
musculares, por melhorarem o balanco nitrogenado em estados catabdlicos,
prevenindo a perda de massa magra e reduzindo o aumento de tecido adiposo, e,
também, no tratamento da osteoporose, do cancer de mama e anemias, uma vez
que estimulam a eritropoiese (CELOTTI; CESI, 1992; CREUTZBERG et al., 2003;
HEBERT et al., 1984).

Por volta de 1954 surgiu o primeiro relato da utilizacdo dos EAAs como objetivo
ndo terapéutico, para melhoria do desempenho esportivo. Este fato ocorreu na
Austria, em um campeonato de levantamento de peso, por atletas do time russo.
Com base nestas informacfes essas substancias tém sido utilizadas com o objetivo
de aumentar a massa muscular, melhorar o desempenho fisico e a estética corporal
tanto por atletas profissionais e como por amadores (CUNHA et al., 2005).

Em geral ha mais de 100 EAAs disponiveis no mercado que possuem, de
forma indissociavel, efeitos androgénicos e anabdlicos (KUHN, 2002). Por isso é
mais apropriado usar o termo esteroides anabdlicos-androgénicos (EAAs) (YESALIS
et al.,, 2000; SHAHIDI, 2001). Os efeitos anabdlicos promovem sintese proteica,
crescimento muscular e eritropoiese (SHAHIDI, 2001), enquanto os efeitos
androgénicos sao responsaveis pelo desenvolvimento de Orgaos reprodutores
masculinos e caracteristicas sexuais secundarias (HUHTANIEMI et al.,1992) (Tabela
1).

Tabela 1. Efeitos androgénicos e anabdlicos dos EAAs descrito por Ghaphery,
(1995).
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174
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Efeitos androgenicos Efeitos anabdlicos

Crescimento do pénis Mumento da massa muscular esquelética
Espessamento das cordas vocais Miumento da concentragdio de hemoglobina
Boumento da libido Boumento do hematocrito

Moumento da secregdo nas glindulas sebdceas  Pumento da retengdio de nitrogénio

Miumento de cabelos do corpo e da face Fedugio dos esioques de gordura corporal

Padrio masculing dos pélos publanos Boumento da deposicio de caloio nos 0ssos

Os EAAs podem ser utilizados por via oral ou intramuscular. Os EAAs
injetaveis mais utilizados sdo o Decanoato de Nandrolona (DecaDurabolin),
Fenpropionato de Nandrolona (Durabolin), Durateston (Cipionato de Testosterona)
Equipoise (Undecilenato de Boldenona) (ARAUJO, 2006).

2.2. Mecanismo de acao dos EAAs

Segundo Shahidi, (2001), os esteroides podem atuar diretamente em
receptores especificos, sendo que, uma vez na circulagéo, estes sdo transportados
pela corrente sanguinea como mensageiros, na forma livre ou combinada as
moléculas transportadoras, mas somente na sua forma livre difundem-se
diretamente através da membrana plasmatica de células-alvo ligando-se a
receptores proteicos intracelulares. Dentro da célula, a molécula de esteroide liga-se
ao receptor androgénico especifico, migra para o nucleo celular, produzindo um
ativado complexo hormona-receptor, onde inicia 0 processo de transcricdo génica e
de transducdo proteica, a qual modula as acdes celulares dependentes de

andrégeno.

15



180

181

182

183

184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196

Figura 2: Mecanismo de acao dos esteroides anabdlicos androgénicos.
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2.3. Decanoato de nandrolona

O decanoato de nandrolona (DN) € um anabolizante esteroide andrégeno.
Trata-se de primeiro derivado sintético da testosterona que teve suas propriedades
anabdlicas e androgénicas suficientemente separadas para uso clinico (KICMAN,
2008; BARCELOUX; ROBERT; PALMER, 2013). A remoc¢ao do grupo 19-metil foi o
gue possibilitou a reducdo dos efeitos androgénicos, mas com manutencdo dos
efeitos anabdlicos comparado ao proprianato de testosterona (GAO; BOHL; DALOM,
2005).

O DN foi introduzido no mercado em 1962 como uma preparacdo anabdlica
injetavel, com acdo prolongada de trés semanas ap6s administragdo intramuscular
em humanos sua substancia ativa € uma nandrolona, que comparativamente a
testosterona, apresenta moderado potencial androgénico e elevada atividade
anabdlica (PERRY et al., 2005, SILVA et al., 2007). Essa substancia € formada pela
esterificagcdo de um grupo 17a-hidroxil com &acido decanoico, um acido graxo de

16



197
198
199
200
201
202
203
204
205
206

207

208

209

210

211

212

213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226

cadeia longa. Essa droga é liberada lentamente na corrente sanguinea apdés injecao
intramuscular, exercendo sua atividade anabolica 6tima acima de seis a sete dias
(MOTTRAM; GEORGE, 2000; SHAHIDI, 2001).

Sua maior capacidade anabdlica que androgénica em relacdo a testosterona se
deve ao fato do metabdlito da nandrolona, conhecido como dihidronandrolona (DHN)
pela acdo da 5a-redutase, ter menor afinidade pelo receptor androgénico, além
disso, essa enzima € reduzida no musculo, assim, a prépria nandrolona medeia
resposta anabdlica nos receptores sem necessitar de conversdo, como ocorre entre
a testosterona e seu metabdlito ativo, DHT (KICMAN, 2008). A lista de esteroides

mais utilizados, segundo o National Institute on Drug Abuse encontra-se na Figura 3:

Tabela 2. Esteroides anabdlicos mais consumidos segundo o NIDA (2001).

Esterdides orais Esterdides injetiveis
Anadrol® {oximetolona) Deca-Durabaod ind® {decancato de nandrolona
Oxcadrin® (oxandrolona) Duraboli® (feniilpropionato de nandrolona)
Dianabol® (metandrostenolona) Deposieron® (cipionato de testosterona)
Winstrol® {estanozolol) Equipoise® (undecilenato de boldenona)
Hemogenin® (ometalona) Testosterona cipionato® (cipionato)

Comparativamente a testosterona, a nandrolona apresenta uma maior agao
anabdlica e menor atividade androgénica (WILSON; FOSTER, 1988), sendo
mundialmente um dos EAAs mais utilizados (KUTSCHER et al., 2002). Quando a
nandrolona entra na célula, também sofre acdo da 5a-redutase. Entretanto, o
metabdlito resultante, ao contrario da DHT, tem baixa afinidade pelo receptor
androgénico. Esta conversdo ocorre em grandes propor¢des nos 6rgdos sexuais,
devido as altas concentragbes da enzima 5a-redutase, e em menor escala nos
musculos esquelético e cardiaco. Assim, os efeitos androgénicos da nandrolona séao
menores do que os da testosterona. Nos musculos, como a presenca de 5a-
redutase é menor, a propria nandrolona interage com os receptores para esteroides,
produzindo respostas anabdlicas relativamente maiores (CELOTTI; CESI, 1992).
Além disto, a nandrolona é classificada como um andrégeno nao aromatizavel
(HOBBS; JONES; PLYMATE, 1996), minimizando os feitos indesejaveis

feminilizantes decorrentes da utilizacdo do EAAs em doses supra-fisiologicas ou por
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longos periodos (KUHN, 2002). A molécula da nandrolona pode ser visualizada na

Figura 3.

Figura 3. Estrutura molecular na nandrolona.
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Fonte: (Kicman, 2008; e www.mundo.anabolico.blogspot.com ; adaptado por SENOS 2013).

A nandrolona é metabolizada no organismo humano em norandrosterona e
noretiocolanolona, sendo excretada na urina na forma conjugada glicoconjugada
tendo a norandrosterona como principal metabdlito da nandrolona, a qual apresenta
maior concentracdo na urina e a mais longa excrecdo (MARQUES; PEREIRA;
AQUINO-NETO, 2003).

As substancias ativas, incluindo metabdlitos reduzidos (5-a-redutase é
responsével pela redugdo da nandrolona em 5-a dihidronandrolona) atravessam a
membrana celular e liga-se com alta especificidade e baixa afinidade a receptores
citoplasmaticos para esteroides, onde o complexo droga-receptor é translocado para
0 nucleo e se liga a cromatina, levando a transcricdo do RNAm e a producéo de
proteinas especificas e gerando seus efeitos (LIZE et al.,1999).

Alguns estudos apontam que o decanoato de nandrolona pode modular a
regulacdo do ciclo celular e, assim, alterar a massa muscular, mas 0s processos
intramusculares ainda ndo estdo bem esclarecidos (SILVA; DANIELSKI;
CZEPIELEWSKI, 2002; MCCLUNG et al., 2005).

O DN € um EAAS que é amplamente utilizado hoje em dia. Este tem a
capacidade de reduz FSH e a secrecdo hormonal luteinizante (LH) através de um
mecanismo de feedback negativo e, posteriormente, leva a distirbios menstruais e
foliculares (HARTGENS; KUIPERS, 2004).
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2.4. Efeitos dos EAAs no sistema reprodutor e ciclo estral

Visto que os EAAs sdo derivados da testosterona eles exercem efeitos
importantes no sistema reprodutor e nos horménios sexuais. Administracdo de EAAs
provoca distirbio na producdo endogena de testosterona e gonadotrofinas (LH e
FSH). A administracdo exdgena dessas substancias afeta o eixo hipotalamo-
hipofisario-gonodal, resultando num feedback negativo na secrecdo do hormoénio
foliculo-estimulante (FSH) e do hormdnio luteinizante (LH) que, por sua vez,
diminuem a producdo de testosterona enddgena, resultando na reducdo da
espermatogénese (LISE et al., 1999). Assim, a virilidade e a fertilidade normais do
homem necessitam de um controle direto do eixo hipotalamo-hipofisario-gonodal.
Tradicionalmente, sabe-se que o diagndstico da infertilidade masculina depende de
uma avaliacao descritiva dos parametros estudados apés ejaculacédo, com énfase na
concentracdo, morfologia, motilidade e vitalidade dos espermatozoides (GUERRA,;
BION; ALMEIDA, 2005).

O efeito dos esterdides anabolizantes sobre a espermatogénese ocorrem
através de uma retroalimentagdo negativa do eixo hipotalamo-hipofise-gonodal,
inibindo tanto a secrecdo hipotalamica de GnRH como a do FSH e LH hipofiséario
HAY, (2002), induzindo um hipogonadismo (TUREK et al., 1995), além de ter
também um efeito gonadotoxico direto.

Experimentos em modelos animais e humanos descrevem alteragbes no
sistema reprodutor ocasionando pelos EAAs. Tais alteragbes no sistema reprodutor
parecem ser reversiveis apos interrupcdo do uso da droga (KARBALAY-DOUST et
al., 2007). Nas mulheres, os efeitos colaterais provocados pelo consumo do EAAs
incluem alteracdes na menstruacao, engrossamento da voz, encolhimento dos seios,
aumento da libido, crescimento de pelos no corpo e aumento do tamanho de clitéris
(MELNIK; JANSEN; GRABBE, 2007).

Segundo Chuffa; Amorim; Teixeira (2011), ratas tratadas com decanoato de
nandrolona, o deca-durabolin, dosagem de 5 mg/kg/dia aplicando uma vez por
semana durante quatro semanas consecutivas demonstram aciclidade estral,
diminuicdo da espessura de ambos, epitélio e estroma endometrial, além de reducéo
no numero e tamanho dos vasos sanguineos uterinos. Far et al. (2007) utilizando a
mesma dosagem demonstrou alteragcdes na morfologia uterina, tais como atrofia do

endométrio e glandulas tortuosas.
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Embora os estudos relatem principalmente o uso de EAAs por homens, tem-se
observado um aumento significativo do uso por mulheres durante a dltima década
(YESALIS et al.,, 2000; THIBLIN; PETERSSON, 2004). Poucos estudos sobre
guaisquer aspectos dos efeitos dos EAAs na populacdo humana ou animal tém sido
realizados em fémeas (CLARK; FAST, 1996). Este panorama ndo se alterou nos
altimos anos, principalmente na area morfolégica reprodutiva. Apesar de ainda
serem escassos 0s estudos sobre os efeitos que os EAAs causam na reproducéo
feminina, estudos relataram que o esteroide sintético decanoato de nandrolona é
capaz de causar interrupcdes do ciclo estral (GEREZ; FREI;, CAMARGO, 2005,
CAMARGO et al., 2009; CHUFFA; AMORIM; TEIXEIRA, 2011; CAMARGO et al.,
2014), histopatologias nos ovarios e utero (GEREZ FREI;, CAMARGO, 2005;
CAMARGO et al., 2009; CHUFFA; AMORIM; TEIXEIRA, 2011; CAMARGO et al.,
2014) e suprimir capacidade reprodutiva das fémeas (CAMARGO et al., 2009;
CAMARGO et al., 2014; BELARDIN et al., 2014).

Ao longo da dultima década, o uso de EAAs por mulheres aumentou
significativamente (THIBLIN; PETERSSON, 2004), e seus efeitos adversos incluem
0 engrossamento da voz, o crescimento do pelo no corpo, atrofia das mamas,
irregularidades menstruais e hipertrofia do clitoris (MARAVELIAS et al., 2005;
KICMAN, 2008).

Estudos com animais mostraram que a DN causa alteracbes no ciclo estral
(GEREZ; FREI; CAMERGO, 2005; CAMARGO et al., 2009; CHUFFA; AMORIM,;
TEIXEIRA, 2011), supressédo da capacidade reprodutiva (CAMARGO et al., 2014,
BELARDIN et al., 2014) e cancro nos ovarios e alteracdes histopatolégicas no utero
(GEREZ; FREI; CAMARGO, 2005; CAMARGO et al.,, 2009; CHUFFA; AMORIM;
TEIXEIRA, 2011; CAMARGO et al., 2014), que pode ser dose e efeito dependente
do tempo (BELARDIN et al., 2014). H& varios estudos enfatizando os efeitos
adversos do abuso de diversos EAAs em mulheres adultas, no entanto, os efeitos
fisiologicos do abuso deste por adolescentes do sexo feminino no inicio da
puberdade sdo ainda desconhecidos, e ndo ha preocupacdo de que alguns dos
possiveis efeitos possam ser permanentes afetando sua vida reprodutiva
(STRAUSS; LIGGETT; LANESE, 1985).

O ciclo menstrual, consiste no sangramento vaginal periédico decorrente da

descamacéo da camada uterina, porém em outros mamiferos que nao possuem este
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sangramento, esses eventos enddcrinos sao correspondentes aos do ciclo
menstrual e os hormdnios atuantes também sdo os mesmos (BARRETT et al.,

2014), este periodo € denominando ciclo estral, podendo ser visualizada na figura 4.

A Human Reproductive Menstrual Cycle
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Figura 4. Variacdes ciclicas das gonadotrofinas hipofisarias, estrogeno e
progesterona durante o ciclo reprodutivo humano (A) e do rato (B). LH: Horménio
Luteinizante; FSH: Horménio Foliculo Estimulante (EMANUELE; WEZEMAN;
EMANUELE, 2002).

O ciclo estral em ratas é subdivido em quatro fases, proestro, estro, metaestro
(ou diestro 1) e diestro (ou diestro IlI), nas quais os ovarios, Utero e vagina
apresentam morfologia caracteristica em cada estagio (DIXON et al., 2014). O
proestro apresenta o aumento dos niveis séricos de estradiol, possui uma atividade
proliferativa do epitélio vaginal, com o predominio de células arredondadas,
polinucleadas podendo estar dispersas ou agrupadas, o estro representa a queda
dos niveis de estradiol coincidentemente com a ovulacao e formacao do corpo Iuteo,
h& diminuicdo da proliferacdo do epitélio vaginal, apresentando esfregaco vaginal
constituido predominantemente de células cornificadas, dando o aspecto de “folhas
secas”, Os periodos diestro | e Il apresentam concentracdes baixas do nivel sérico

de estradiol e ao esfregaco vaginal exibem leucécitos em namero mais alto, poucas
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células fusiformes cornificadas e algumas células epiteliais, sendo o diestro Il
praticamente constituido apenas por leucocitos (VILELA; JUNIOR; SILVA, 2007).
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RESUMO

A alta incidéncia do uso de esteroides anabolicos nas ultimas décadas,
ultrapassaram 0s meios esportivos/competicdes, e passaram a ser utilizados
também por atletas recreacionais e mulheres que o utilizam para fins estéticos,
visando o aumento de massa magra e reducdo de gordura subcutanea. Estudos, no
entanto, tém demonstrado que a administracdo desses anabolizantes tem resultado
em efeitos adversos em varios sistemas fisiolégicos. Mediante a falta de pesquisas
sobre alteracdes nos orgaos reprodutivos feminino e seu efeito sobre citocinas proé-
inflamatodrias, esta pesquisa investigou possiveis alteracées ou efeitos provocados
pelo uso suprafisiologico da nandrolona sobre a morfofisiologia e imunohistoquimica
do atero e ovarios, bem como seu efeito na fertilidade de ratas Wistar. Foram
utilizadas 30 ratas albinas da linhagem wistar, com 60 dias de idade e peso
aproximadamente de + 190g, divididas em trés grupos experimentais: controle (C),
controle veiculo (CV) e tratamento-esteroide (TE), contendo dez animais cada. Os
animais do grupo TE foram submetidos a inje¢Bes subcutaneas, 5 dias/semana, por
30 dias, na concentracdo de 5 mg/kg de nandrolona em 1 mL/kg de propilenoglicol.
Os animais do grupo controle (C) e controle veiculo (CV) foram submetidos as
mesmas condi¢des do grupo TE, exceto pela auséncia do esteroide. Foi analisada a
morfologia do Gtero e ovarios de cinco fémeas de cada grupo pela técnica de
coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E). Foi avaliado também o indice
organossomatico, niveis hormonais (estrdgeno e progesterona), a ciclicidade estral e
imunohistoquimica (TNFa, IL6, VEGF e apoptose). As ratas restantes desses grupos
foram utilizadas para avaliagdo da fertilidade. Os resultados mostraram que houve
reducdo do indice organossomatico nos ovarios e aumento deste fator no Utero, bem
como aumento do peso corporeo das ratas submetidas apenas ao esteroide. Essas
mesmas ratas apresentaram um quadro de estro permantente, reducdo dos niveis
séricos de estrogenos e progesterona. A analise morfologica revelou ainda ovarios
sem corpos lateos, aumento de foliculos terciarios, e no Utero reducdo significativa
do lumen e glandulas endometriais mais desenvolvidas. A quantificacdo da
expressao para as citocinas TNFa e IL6 revelou aumento significativo nos ovarios e
Utero das ratas tratadas com esteroide. Com relacdo ao VEGF houve aumento de

sua expressdo nos ovarios das ratas tratadas com o esteréide, entretanto este fator
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reduziu no utero. Os ovarios e Uteros dessas ratas apresentaram aumento
significativo do indice apoptotico. Assim conclui-se que os efeitos adversos da
nandrolona no aparelho reprodutor feminino podem esta relacionados a sua
interferéncia na regulagdo das citocinas pro-inflamatorias e no processo apoptotico

normal.

Palavras-chave: Anabolizantes, ratas, reproducdo, imunohistoquimica, niveis

hormonal, ciclicidade estral, indice organossomatico.
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1. INTRODUCAO

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAAs) sao substancias naturais,
sintéticas ou semissintéticas quimicamente derivadas da testosterona, principal
esteroide androgénico e anabdlico enddégeno masculino (FRINZO; MACEDO;
YONAMINE, 2009; ROCHA; AGUIAR; RAMOS, 2014). A grande maioria dos EAAs
utilizados refere-se aos farmacos sintéticos baseados na estrutura da molécula de
testosterona e seus derivados, que mimetizam os hormonios esteroides naturais
(CUNHA et al., 2004; ARALDI et al., 2013; MORAES; CASTIEL; RIBEIRO, 2015;
CARNEIRO-JUNIOR; SILVA; ALMEIDA, 2016), com a finalidade terapéutica.

Dentre os androgenos mais utilizados podemos destacar o decanoato de
nandrolona (DN) que de acordo com o National Institute on Drug Abuse (NIDA,
2000) é o EAA mais utilizado no mundo, devido ao seu moderado potencial
androgénico associado as boas propriedades anabdlicas (BRAGA, 2005). O DN,
também chamado de nandrolona, por esta ser sua substancia ativa, é utilizada com
intuito de promover aumento da massa muscular, ganho de forca, e
consequentemente melhora na performance fisica (KOHLER; LAMBERT, 2002).

Nos ultimos tempos, houve uma explosdo de técnicas de manipulacdo e
gerenciamento do corpo humano como dietas, cirurgias estéticas e consumo de
“drogas da imagem corporal”’, dentre as quais se incluem os EAAs, estimuladas por
um culto ao corpo ideal presente na sociedade contemporanea (IRIART, CHAVES,;
ORLEANS, 2009; BOFF, 2010). Apresentando um aumento no numero de pessoas
e principalmente de mulheres atraidas pelo potente efeito anabdlico capaz de
aumentar a massa muscular em curto periodo de tempo (FERREIRA et al., 2014).
Levando ao uso suprafisioldgico desse androgeno podendo chegar de 10-100 vezes
maiores a dose terapéutica (ROCHA; AGUIAR; RAMOS, 2014).
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Segundo Abrahin (2013) as mulheres que cronicamente recebem doses
suprafisiolégicas de andrégenos, principalmente o decanoato de nandrolona,
provocam em seu aparelho reprodutor a redugdo dos niveis circulantes do horménio
luteinizante, do horménio foliculo-estimulante, dos estrogénios e da progesterona;
inibicdo da foliculogénese e da ovulagéo; alteracdes do ciclo menstrual que incluem
o prolongamento da fase folicular, encurtamento da fase litea e, em alguns casos,
ocorréncia de amenorreia. No Utero, a administracdo de EAAs induz alteracdes
histopatolégicas e morfométricas em sua estrutura (MOBINI FAR et al.,, 2007)
podendo causar aumento de peso do 6rgdo (CAMARGO et al., 2014). Porém pouco
se sabe sobre as citocinas pro- inflamatdrias, que sdo proteinas ou glicoproteinas
produzidas, em células do sistema imune ou outros tipos celulares, em resposta a
estimulos inflamatérios (MOLDOVEANU, SHEPHARD, SHEK, 2001) que podem ser
expressas nesses 0Orgdos apos uso prolongado de EAAs. Dentre as principais
citocinas envolvidas na fase aguda de inflamacdo temos fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) (BORISH; STEINKE, 2003).

Sobre o VEGF (fator de crescimento vascular) relacionados a atividades do
processo de angiogénese, ou seja, formacdo de novo vasos sanguineos
(FOLKMAN; SHING ,1992; DVORAK et al, 1995) a literatura relata que esse fator é
aumentado com atividade fisica (WAGNER 2011). Paschoal et al. (2009) sugerem
gue a administracdo de EAAs pode ser fortemente prejudicial ao remodelamento
muscular e desempenho pelo menos parcialmente devido a uma falha na
angiogénese. Além disso pesquisa mostram que a nandrolona pode aumenta a
apoptose no testiculo levando a uma reducéo significativa das células germinativas

(SHOKRI et al., 2010, GOLDAR et al.,2015).
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Apesar dos estudos enfocarem os efeitos adversos do uso abusivo dos EAAsS
em mulheres, trabalhos detalhados envolvendo a caracterizacdo e analise dos
efeitos colaterais reprodutivos em mulheres e fémeas ainda sdo escassos na
literatura (HARTGENS; KUIPERS, 2004; IP et al., 2010), e ndo h& preocupacédo de
gue alguns dos possiveis efeitos possam ser permanentes afetando sua vida
reprodutiva (HOFFMAN; RATAMESS, 2006). Assim, a presente pesquisa teve como
objetivo investigar os efeitos da administracdo do decanato de nandrolona em ratas
da linhagem wistar sobre as altera¢cdes morfofisiologicas, interferéncia na ciclicidade
estral, fertiidade dando énfase as expressfes imunohistoquimicas relacionados a

citocinas pro-inflamatorias (TNFa e IL6), VEGF e apoptose.

2. MATERIAS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizadas 30 ratas albinas da linhagem wistar, com 60 dias de idade e
peso aproximadamente de + 190 g, provenientes do Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), mantidas em ambiente com as respectivas condicdes,
temperatura de 22 + 2 °C com fotoperiodo de 12 horas, em regime de alimentacéo
ad libitum. O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica

n°: 31/2017.

2.2. Tratamento
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Foram colhidos esfregagos vaginais para a determinacdo do ciclo estral. As
ratas que apresentaram trés ciclos estrais regulares foram divididas, aleatoriamente
em trés grupos: controle (C), controle veiculo (CV), tratamento-esteroide (TE),
contendo 10 animais cada. Os animais do grupo TE foram submetidos a injecdes
intramuscular, 5 dias/semana, em um periodo de 30 dias, na concentracdo de 5
mg/kg de nandrolona diluido em 1 mL/kg de propilenoglicol, utilizado como veiculo;
doses baseadas no modelo de dependéncia descrito por Breuer et al. (2001). Os
animais do grupo controle (C) e controle veiculo (CV) foram submetidos as mesmas
condicOes do grupo TE, exceto pela auséncia do esteroide.

2.3. Andlise morfolégica

Cinco fémeas dos grupos C, CV e TE foram anestesiadas ao final do
experimento para coleta dos ovérios e uUtero, sendo estes pesados em balanga
analitica. Para o procedimento foi utilizado o hidrocloridrato de cetamina na
dosagem de 80 mg/kg e xilazina na dosagem de 20 mg/kg, ambos administrados por
via intramuscular. Os oOrgdos coletados foram imersos em formol a 10% por um
periodo de 24 h, clivados e processados para inclusdo em parafina. A seguir, 0s
blocos foram cortados em micrétomo de tipo minot (Leica RM 2035) ajustado para 5
um e submetidos a técnica de coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E), analisando
em microscépio de luz, da marca OLYMPUS BX-49 e fotografados em
fotomicroscopio OLYMPUS BX-50.

2.4. Calculo do indice organossomatico
O indice organossomatico foi utilizado para observacdo do aumento dos
ovarios e Utero como um indicativo da acdo da nandrolona. Para tanto foi calculado

a razao entre os pesos dos 6rgéaos pelo peso corpoéreo de cada animal, para a
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obtencdo de seus respectivos indices organossomaticos, como na figura abaixo:
Onde:

|O: indice organossomatico

PO: Peso do 6rgdo 10 = PO x 100
PC

PC: peso corporal

2.5 Analise da ciclicidade estral

O ciclo estral das fémeas foi analisado do 5° ao 30° dia de tratamento
compreendendo, assim, cinco ciclos estrais. As fases de proestro, estro, metaestro e
diestro foram identificadas conforme critérios descritos por Mandl (1951).
2.6. Dosagem hormonal

O sangue (1 mL) foi coletado nas ratas aos 60, 70, 80 e 90 dias de nascidas,
mediante a contencdo mecanica (FLUTTERT; DALM; OITZL, 2000). A coleta foi
realizada através da puncéo da veia caudal lateral como o uso de um cateter (24G).
A dosagem dos niveis hormonais foi realizada mediante obtencdo do plasma dos
animais. O material foi rapidamente centrifugando, o sobrenadante acondicionado
em microtibulos e mantido em freezer a -20 °C até a dosagem hormonal (TEIXEIRA
et al.,, 2004). Os niveis dos horménios estradiol e progesterona foram dosados
utilizando-se do método Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), através de

KIT's comerciais. Todas as dosagens foram realizadas em triplicata.

2.7 Acasalamento
As cinco fémeas restantes dos grupos C, CV e TE foram submetidas ao

acasalamento diariamente, sempre no inicio da noite (18:00h). Na manha seguinte
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(06:00h), foram realizados exames colpocitolégicos para a confirmagdo do
acasalamento, tomando-se como parametro a presenca de espermatozéides nos
esfregacos vaginais, através de analises microscopicas OLYMPUS BX-49, apos a

confirmacédo do acasalamento foram consideradas como primeiro dia de gestagao.

2.8. Imunohistoquimica (VEGF, IL6 e TNF-a)

Para analise imunohistoquimica, as laminas silanizadas foram desparafinizadas
e reidratadas em xilol e &lcoois. A recuperacdo antigénica foi realizada através de
uma solucédo de tampéo citrato (pH 8.0) em alta temperatura no micro-ondas por 5
minutos. A peroxidase enddgena foi inibida através de uma solucdo de peroxido de
hidrogénio (3%) em metanol. A reagdo antigeno-anticorpo inespecifica foi bloqueada
através da incubacdo das laminas em PBS e albumina sérica bovina (BSA) 5%
durante uma hora. Todos os anticorpos (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, EUA) foram diluidos em PBS/BSA 1% por uma hora. Subsequentemente, as
laminas foram tratadas com o anticorpo secundario por trinta minutos. A reacao
antigeno-anticorpo foi observada através de um precipitado marrom apés aplicacao
de 3,3 diaminobenzidina por quatro minutos e contra corados com hematoxilina. As
imagens foram capturadas por meio de camera de Video Sony®, acoplada ao
microscopio Olympus® Bx50, as quais foram submetidas ao aplicativo Gimp 2.0 para
a quantificacdo por meio de Histograma RGB (Red-Green-Blue) (OBERHOLZER et

al., 1996; LEE et al., 2001).

2.9. Indice apoptotico
Para isso foi utilizado o método TUNEL como indicador de apoptose. Os

cortes foram inicialmente desparafinados e hidratados e, logo em seguida,

35



756

757

758

759

760

761

762

763

764

765

766

767

768

769

770

771

772

773

774

775

776

777

778

779

780

incubados em PBS (pH 7,4) por 5 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, a
Proteinase K foi aplicada sobre as laminas por 15 minutos. As laminas foram
lavadas em agua destilada e incubadas em peréxido de hidrogénio por 5 minutos em
temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS e incubados em tampéao
equilibrio por 60 minutos a 4 °C. Depois, os cortes foram incubados em TdT a 37 °C
por 1 hora em camara Umida. Foi aplicada a solucdo stop por 10 minutos em
temperatura ambiente, em seguida, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas
em anti-digoxigenina. As laminas foram enxaguadas em PBS e os cortes revelados
com substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB, DakoCytomation™) (x 20
minutos), sendo contracorados com hematoxilina por 20 a 30 segundos. Em
seguida, as laminas foram lavadas em &gua corrente, desidratadas em
concentracbes crescentes de éalcool e colocadas em xilol para serem montadas e
observadas em microscépio de luz. O indice apoptético foi determinado pela
contagem da porcentagem de células positivas a partir de, pelo menos 500 ndcleos
subdivididos em 10 campos escolhidos aleatoriamente utilizando-se a objetiva de

40X (WU et al., 2013).

2.9. Analise de estatistica

A analise estatistica das fases do ciclo estral, dosagens hormonais, indice
gonadossomatico e imunohistoquimica foram realizadas por meio do método nédo-
paramétrico de Kruskal- Wallis, onde as médias foram comparadas pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney, a 95% (p <0,05) de significancia.

3. RESULTADOS

3.1 Pesos das ratas, Utero e ovarios e indice organossomatico
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Os resultados demonstraram aumento significativo (p<0,05) no peso corporeo
e Utero das ratas submetidas a administracdo do decanoato de nandrolona,
entretanto, evidenciou-se reducdo no peso dos ovarios dessas ratas (Tabela 1). A
andlise do indice organossomético confirmou reducdo e aumento significativo no
peso dos ovarios e (tero, respectivamente, nas ratas submetidas ao esterdide

(Figuras 2 e 3).

3.2 Ciclicidade estral

O ciclo estral se manteve regular nas cinco fémeas do grupo controle e controle
veiculo durante o periodo experimental, passando por todas as fases do ciclo,
enguanto que, em todas as fémeas do grupo TE, houve predominancia da fase estro

e redugdo significativa das fases metaestro e diestro (Figura 4).

3.3 Andlises morfologicas
Os ovarios das ratas dos grupos controle e controle veiculo apresentaram
varios foliculos ovarianos em diversos estagios de desenvolvimento, além de corpo
liteo e sua regiao medular ricamente vascularizada (Figuras 5A, B, C e D). No grupo
tratamento esteroide evidenciou-se presenca de varios foliculos terciarios, auséncia
de corpos Iuteos e na regido medular rica vascularizacdo semelhantemente aos
demais grupos experimentais (Figura 5E e F).
A analise histolégica uterina demonstrou reducao significativa do lamen, bem
como presenca de glandulas endometriais mais desenvolvidas nas ratas do

tratamento esteroide (Figura 6).
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3.4 Dosagem hormonal
Os niveis séricos de estrogenos e progesterona reduziram significativamente
apenas nas ratas submetidas ao tratamento esteroide a partir de 10 dias do inicio da

administracao (Figuras 7 e 8).

3.5 Imunohistoquimica para TNFa, VEGF e IL'6

A quantificagéo da expresséo para as citocinas TNFa e IL-6 revelou aumento
significativo nos ovarios e utero das ratas tratadas com esteroide (Figuras 9, 10, 11 e
12). Com relacdo ao VEGF houve aumento de sua expressao nos ovarios das ratas

tratadas com o esterdide, entretanto este fator reduziu no utero (Figuras 13 e 14).

3.6 Indice apoptético
O indice apoptético nos ovérios e Utero das fémeas tratadas com nandrolona

apresentaram-se elevados em relacao as demais grupos (Figuras 15 e 16).

3.7 Prenhez

As ratas do grupo C e CV acasalaram e tiveram em média de 8 a 10 filhotes,

entretanto as ratas do grupo TE acasalaram, mas nao ficaram prenhes.

4. DISCUSSAO

Grande parte dos autores da comunidade cientifica utilizam o termo EAA ou
anabolizantes em referéncia aos farmacos sintéticos baseados na estrutura da
molécula de testosterona e seus derivados, que mimetizam os hormonios esteroides
naturais (CUNHA et al., 2004; WEINECK, 2005; ARALDI et al.,, 2013; MORAES;

CASTIEL; RIBEIRO, 2015; CARNEIRO-JUNIOR; SILVA; ALMEIDA, 2016). Apesar



831

832

833

834

835

836

837

838

839

840

841

842

843

844

845

846

847

848

849

850

851

852

853

854

855

dos EAAs serem fabricados para fins de agentes terapéuticos em pacientes em
estado catabdlico, a sua propriedade miotréfica ou capacidade de aumento da
massa muscular, aumento de forca e o desempenho atlético, (SANTOS, 2007),
geram a procura desta droga, principalmente pelo género feminino que teve uma
expressiva acessao nas Ultimas décadas (IRVING et al., 2002; THORLINDSSON,;
HALLDORSSON, 2010; ACEVEDO et al., 2011. Assim, o presente estudo teve como
objetivo demonstrar a acdo do uso de Decanoato de Nandrolona (DN) e seus efeitos
sobre o0 peso corporal, ciclicidade estral, citocinas pré-inflamatorias e de proliferacao,
alteragcbes hormonais, fertiidade e apoptose, provando que este interfere na
fisiologia do sistema reprodutor feminino, durante o tratamento de 30 dias.

O presente estudo demonstrou um aumento significativo do peso corpo6reo do
grupo tratado com nandrolona quando comparado aos dos grupos controles, tendo
um aumento de cerca 75 % no peso. Esse ganho parece ser resultante da fungao
anabdlica desta droga, que liga-se a receptores e antagoniza a acao catabdlica do
cortisol reduzindo a degradacdo de proteinas e aumentando assim a fixacdo de
nitrogénio (KICMAN, 2008), provocando por consequéncia, o crescimento do tecido
muscular e hipertrofia das fibras, elevando também o numero de lipidios
(FORTUNATO; ROSENTHAL; CARVALHO, 2007), assemelhando-se aos resultados
encontrados por GRACELI et al. (2005).

Outra alteracdo observada apos a administracdo do DN foi a reducédo de 50%
do peso do ovario, caracterizando uma atrofia. Esta reducéo pode esta ligada ao
feedback negativo podendo ser suprimido pelos altos niveis de androgeno
circulante, reduzindo a liberacdo de gonadotrofinas, fazendo com que 0s ovarios
reduzam ou nao sintetizem estrogeno (ZANAROTTI, 2012). Ja no utero a acao foi

contraria a observada no ovario, ocorrendo um aumento. Este fato deve-se,
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provavelmente, as alteragbes histopatoldégicas e a intensa secre¢do Iluminal
(GRACELI, 2005). Para evidenciar essa reducdo foi feito o calculo do indice
organossomatico, como um indicativo da acdo da nandrolona. Para tanto foi
calculado a razdo entre o peso dos 6rgaos pelo peso corpéreo de cada animal, e
obtido esse indice, ficando certificado as alteracfes causadas apds a administracdo
do andrégeno.

Foliculos terciarios, auséncia de corpos liteos e uma regido medular ricamente
vascularizada, foram caracteristicas morfologicas observadas nos ovarios
submetidos ao tratamento com DN. Segundo Siméo; Chuffa; Camargo (2016) essa
reducdo expressiva de corpos liteos pode ser gerado pela acdo desse andrégeno
prejudicando a foliculogénese e luteogénese. E documentado também que os
esteroides atuam na atresia e lutedlise, ocasionando a reducdo ou auséncia de
corpos luteos (GRACELI, 2005; CAMARGO et al., 2009; CALIMAN et al., 2017). J&
no Gtero ocorreu a reducdo do lumen (provocando uma aparéncia ramificada),
mudancas no endométrio, miometria, hipertrofia das camadas uterinas e a intensa
secrecao luminal, sdo dados semelhantes aos apresentados por (GRACELI, 2005;
MOBINI FAR, 2007; BELARDIN et al.,2014; CALIMAN et al., 2017),

A auséncia de ciclicidade estral e reducéo dos niveis séricos hormonais foram
constatados apos o tratamento com o respectivo esteroide. Esse efeito pode estar
relacionado a uma interrupcdo das fungcdes neuroenddcrinas, nos quais, altos niveis
de testosterona alteram a liberacdo do horménio foliculo estimulante (FSH),
hormoénio luteinizante (LH), estrogénio e progesterona, podendo ocasionar uma
reducdo destes, fato observado na presente pesquisa (STRAUSS; LIGGETT,;
LANESE, 1985; GAO; SHORT, 1993; BRONSON; NGUYEN; ROSA, 1996;

BLASBERG; LANGAN; CLARK, 1997). Como consequencia desta alteracéo
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hormonal, pode-se observar a quebra da ciclicidade nas ratas androgenizadas
persistindo assim, a fase do estro, enquanto que as dos grupos controle e controle
veiculo ciclavam normalmente como observado por Goldman et al., (2000).

As ratas tratadas com DN ndo chegaram a prenhez provavelmente devido a
deficiéncia na foliculogénese, evidenciadas pela intensa atresia folicular e diminuicéo
no numero de foliculos saudaveis nos diferentes estagios de maturacdo e
desregulacdo no balanco hormonal resultando na falha na ovulacdo (SIMAO;
CHUFFA; CAMARGO, 2016; DIXON et al., 2014). E relatado que o uso de
andrégenos agem inibindo a receptividade sexual em animais, resultando na
deficiéncia de acasalamento e/ou infertilidade (MOBINI FAR et al., 2007), mesmo
obtendo a confirmacdo da presenca de espermatozoides atraves do esfragaco
varginal.

O IL-6 desempenha um papel importante no processo de maturacdo e
implantag&o ovariana (XU et al., 2014), enquanto o TNF-a estimula e proliferam da
células foliculares, regula o desenvolvimento folicular e do corpo luteo (MACHELON
et al., 1994). Ja no dutero, essas citocinas desempenham funcdo na sua
remodelacdo, principalmente no processo de implantacdo (SIERRA-MONDRAGON
et al.,, 2015). No entanto, em situacbes de hiperadrogenismo o TNF-a tem a
tendéncia de elevar seus niveis e, por conseguinte estimular a produgdo do IL-6
(SCAMBIA et al., 1994). A analise quantitativa das citocinas pro-inflamatorias TNF-a
e IL-6 revelou aumento significativo nos ovarios e Uteros das fémeas tratadas com
nandrolona. Este fato pode estar associado ao potencial androgénico desse
anabolizante, o que foi confirmado pelo estabelecimento do estro permanente
observado nessas fémeas, condicdo esta que, geralmente leva ao aparecimento de

processos tumorais ovarianos (NILSSON; LANGLEY; FIDLER 2005; KULBE et al.,

41



906

907

908

909

910

911

912

913

914

915

916

917

918

919

920

921

922

923

924

925

926

927

928

929

930

2007; LO et al., 2011), disfuncéo uterina e complicagGes durante a implantacéo do
embrido (CHIA et al., 2003; PICCHI et al.,, 2006; HAIDER et al., 2009). Isso
demonstra que a nandrolona mesmo apresentando um moderado potencial
androgénico (PERRY et al., 2005, SILVA et al., 2007) afeta a fisiologia ovariana e

uterina por interferir na regulacéo do TNF-a e IL-6.

No ovario, a formacao de vasos sanguineos facilita o fornecimento de oxigénio,
nutrientes e de horménio. O foliculo ovariano produz varios fatores angiogénicos, no
entanto, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) tem papel primordial na
regulacdo da angiogénese normal e anormal no ovario, e depende da quantidade e
tamanho dos foliculos antrais (KACZMAREK; SCHAMS; ZIECIK 2005). As fémeas
que receberam o tratamento com nandrolona apresentaram ovarios com NnuUMerosos
foliculos antrais, o que poderia explicar a elevacdo do VEGF nesse 6rgédo. De outra
forma, podemos ainda supor que uma série de distlrbios do sistema reprodutor
feminino est4 associada a alteracdo na angiogénese fisioldgica, como por exemplo,
a elevacdo do TNFa e IL-6, fato esse observado em nosso experimento nas ratas
tratadas com nandrolona, os quais s&do reportados por induzir o aumento da
expressdo do RNAm do VEGF no ovério em condi¢des patoldgicas (COHEN et al.,
1996; KULBE et al., 2007; DUTTA et al., 2011). Entretanto, no Gtero das fémeas
tratadas com a nandrolona os niveis de VEGF foram significativamente reduzidos. A
literatura relata que a expressédo desse fator €, em parte, induzida pelo estrégeno no
Utero e colo uterino (MOWA; PAPKA, 2004; MOWA et al., 2004, 2008; LEE;
SHERWOOD, 2005). Assim, essa reducdo pode ter sido devido ao fato dos
esteroides interferirem no eixo hipotadlamo-hipofise-ovéarios, (PURKAYASTHA,;
MAHANTA, 2012; BORDBAR et al.,, 2014), promovendo a reducdo do estrégeno

circulante evidenciada neste trabalho.
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Vérias pesquisas tem demonstrado o efeito apoptético de altas doses de EAAs
no sistema nervoso central (ORLANDO et al., 2007; CUNNINGHAM; GIUFFRIDA,;
ROBERTS, 2009; TUGYAN et al., 2013; BASILE et al., 2013) e reprodutor masculino
(KEENEY et al., 1990; GIAMPIETRI et al., 2005; SHOKRI et al., 2009). Segundo
esses autores 0s andrégenos atravessam a membrana celular e ligam-se aos
receptores androgénicos intracelulares induzindo o estresse oxidativo (CARACI et
al., 2011), levando a disfuncdo mitocondrial e liberagdo do citocromo c que ativa a
cascata de caspases promovendo a apoptose (CUNNINGHAM; GIUFFRIDA;
ROBERTS, 2009). Isso poderia justificar os elevados indices apoptéticos
evidenciados nos ovérios e uteros das fémeas tratadas com a nandrolona, sugerindo
gue esse anabolizante aumenta a venerabilidade desses 6rgdos ao processo de

morte celular.

5 CONCLUSAO

Assim conclui-se que os efeitos adversos da nandrolona no aparelho
reprodutor feminino podem esté relacionados a sua interferéncia na regulagédo das

citocinas pro-inflamatorias e no processo apoptético normal.
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Tabela 1. Média (+ desvio padréo) do peso das fémeas e do utero e ovarios.

Grupos Peso Fémeas (Q) Utero (g) Ovarios (g)
C 180,70 + 4,27b 0,45 + 0,02b 0,16 £ 0,01a
CV 186,00 + 3,69b 0,47 £0,19b 0,14 £ 0,03a
TE 241,23 + 5,63a 0,87 £ 0,03a 0,08 £ 0,05b

*Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem significativamente

entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 2. Indice organossomatico do ovario. Médias seguidas por letras diferentes

diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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1248  Figura 4. Medias do percentual das fases do ciclo estral das fémeas dos grupos
1249  experimentais. Médias seguidas por letras diferentes, dentro das fases, diferem

1250 significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 5: Ovarios das ratas: (A) e (B) Grupo controle: Notar grande quantidade de

corpos luteos (CI) e vérios foliculos ovarianos (setas longas), além da presenca de
varios vasos sanguineos (seta curta). (C) e (D) grupo controle veiculo apresentando
semelhante ao grupo controle. (E) e (F) grupo tratamento esteroide presenca de
inmeros foliculos terciarios (seta branca), auséncia de corpos liteos e presenca de

vasos sanguineos na regi@do medular (seta curta). Coloracdo H.E.
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Figura 6: Utero das ratas: (A) e (B) grupo controle; (C) e (D) grupo controle veiculo:

Notar utero sem alteragdo histolégica. Lumen uterino (seta preta), estroma com
presenca de glandulas endometriais (seta branca). (E) e (F) grupo tratamento
esteroide: reducdo do limen uterino (seta preta) e glandulas endometriais dilatadas

(seta branca). Coloragao H.E.
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1322  Figua 7. Niveis séricos do estrégeno nas ratas dos grupos experimentais. A: 60
1323 dias, B: 70 dias, C: 80 dias e D: 90 dias. Médias seguidas por letras diferentes

1324  diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-W hitney(P<0,05).
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Figua 8. Niveis séricos de progesterona nas ratas dos grupos experimentais. A: 60

dias, B: 70 dias, C: 80 dias e D: 90 dias. Médias seguidas por letras diferentes

diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 9. Quantificacdo da expressao do TNFa nos ovarios das ratas dos grupos
experimentais. A: Controle, B: Controle veiculo, C: Tratado com esterdide. Médias
seguidas por letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 10. Quantificagdo da expressdao do TNFa no utero das ratas dos grupos
experimentais. A: Controle, B: Controle veiculo, C: Tratado com esterdide. Médias
seguidas por letras diferentes significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-
Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 11. Quantificacdo da expressao do IL-6 nos ovarios das ratas dos grupos
experimentais. A: Controle, B: Controle veiculo, C: Tratado com esteroide. Médias
seguidas por letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 12. Quantificacdo da expressdo do IL-6 no Utero das ratas dos grupos
experimentais. A: Controle, B: Controle veiculo, C: Tratado com esteroide. Médias
seguidas por letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05)
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Figura 13. Quantificacdo da expressdo do VEGF nos ovérios das ratas dos grupos
experimentais. A: Controle, B: Controle veiculo, C: Tratado com esterb6ide. Médias
seguidas por letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 14. Quantificacdo da expressdo do VEGF no Utero das ratas dos grupos
experimentais. A: Controle, B: Controle veiculo, C: Tratado com ester6ide. Médias
seguidas por letras diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 15. indice apoptético nos ovarios das ratas dos grupos experimentais. A:

Controle, B: Controle veiculo, C: Tratado com esteroide. Médias seguidas por letras

diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney

(P<0,05).
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1538 Figura 16. Indice apoptético no Gtero das ratas dos grupos experimentais. A:
1539  Controle, B: Controle veiculo, C: Tratado com esteroide. Médias seguidas por letras
1540 diferentes diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
1541  (P<0,05).
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