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RESUMO

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo
derivados sintéticos da testosterona que ha muito
tempo vem sendo discutidos na drea cientifica. O
consumo sem fins terapéuticos vem expandindo
em meio a populacdo jovem, que faz o uso
inconsciente de superdoses, com a finalidade de
aprimorar o desempenho atlético, gerando assim
um problema de saude ptiblica. Deste modo, é
imprescindivel aprofundar os estudos que visam
avaliar os possiveis efeitos colaterais relacionados
a esse consumo. O objetivo desse estudo foi
investigar os efeitos causados na morfologia
testicular, nos niveis de testosterona e nos
parametros seminais de ratos da linhagem Wistar,
ap6és a administragio de Decanoato de
Nandrolona na concentracdo de S5mg/kg. Os

animais (n=20) foram divididos em dois grupos:
tratamento (5 mg/kg de Decanoato de
Nandrolona) e controle (5 mg/kg de Oleo de
Amendoim), nos quais foram administrados por
via intramuscular duas vezes por semana, durante
oito semanas consecutivas. Os resultados
demonstraram diminuicdo significativa nos niveis
de testosterona, alguns tipos de anomalias na
morfologia dos espermatozoides, alteracdes nas
células da linhagem espermatogénica dos tibulos
seminiferos e o aumento de vactolos no espago
intertubular dos testiculos. Concluiu-se que o uso
desse esteroide, na dose Smg/kg, apresenta um
efeito prejudicial ao sistema reprodutor
masculino.

Palavras-chave: Decanoato de Nandrolona; Testiculos; Testosterona; Esteroide anabélico androgénico.

18



PERSPECTIVAS w22li12e

CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE

ABSTRACT

Anabolic androgenic steroids (AAS) are synthetic
derivatives of testosterone that have long been
discussed in the scientific field. Non-therapeutic
use has been expanding among young people, in
which uses unconscious overdoses, to improve
athletic performance, thus generating a public
health problem. Therefore, it is indispensable to
analyze the possible side effects related to this
consumption. The objective of this study was to
investigate the possible effects on testicular
morphology, on testosterone levels and on the
seminal parameters of Wistar rats after
administration of Nandrolone Decanoate at a
concentration of Smg/kg. The animals (n=20)

were divided in two groups: treatment (5 mg/kg of
Nandrolone Decanoate) and control (5 mg/kg of
peanut oil), in which they were given
intramuscularly twice a week, during eight
consecutive weeks. The results demonstrated a
significant decrease in testosterone levels, some
types of anomalies in sperm morphology,
alterations in the spermatogenic cells of the
seminiferous tubes and increase of vacuoles in the
intertubular space of the testis. It was concluded
that the use of this steroid, at a dose of Smg/kg,
has a harmful effect on the male reproductive
system.

Keywords: Nandrolone Decanoate; Testis; Testosterone; Anabolic androgenic steroids.
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1. INTRODUCAO

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo derivados sintéticos da testosterona que foram
desenvolvidos com o objetivo de minimizar seus efeitos androgé€nicos e potencializar suas propriedades
anabdlicas. A sua ag@o androgénica € responsdvel pelo desenvolvimento e manutengdo das caracteristicas
sexuais masculinas, enquanto que sua propriedade anabdlica aumenta a sintese de proteinas nos tecidos e
musculos (PEDROSO, 2014).

Estes esteroides sintéticos, conhecidos popularmente por anabolizantes, estdo divididos em dois
grupos: derivados esterificados (fenilpropionato de nandrolona, decanoato de nandrolona, enantato de
testosterona e cipionato de testosterona), nos quais sdo administrados por via intramuscular, e derivados
alcalinizados (oximetolona, metandrostenolona e estanozolol), que sdo utilizados por via oral (SNYDER,
2012).

O Decanoato de Nandrolona se configura como um dos EAA mais procurados no mundo
(KUTSCHER; LUND; PERRY, 2002). Comparativamente a testosterona, apresenta uma alto potencial
anabdlico e uma menor atividade androgénica (WILSON; GRIFFIN; RUSSELL, 1993). Além disso, é um
dos mais citados na literatura, devido ao seu perfil téxico, com agdo no sistema reprodutor masculino, agindo
principalmente nos niveis de testosterona, morfologia dos testiculos e dos espermatozoides (MIN; LEE,
2018; NOORAFSHAN; KARBALAY-DOUST; ARDEKANI, 2005).

No sistema reprodutor masculino, o consumo de EAA inibe a producdo de hormonio luteinizante
(LH) e hormdnio foliculo estimulante (FSH) por meio do mecanismo de retroalimentacdo negativa, levando
a reducgd@o nos niveis de testosterona endégena (TAKAHASHI; TATSUGI; KOHNO, 2004). Este disttrbio
hormonal promove ginecomastia, atrofia testicular, ejaculagdo precoce, oligozoospermia e alteragdes na
morfologia dos espermatozoides (KALININE, 2011; DECANINE et al., 2010). A maioria destes efeitos é
reversivel, porém, o uso prolongado de esteroides resulta em quadros clinicos mais severos, tais como,
azoospermia, hipertrofia prostética e carcinoma prostatico (PEDROSO, 2014).

Apesar de serem substancias ilicitas para fins ndo terapéuticos, atualmente a incidéncia do consumo
de EAA tem aumentado consideravelmente e seu uso estd predominantemente associado a atletas
profissionais e amadores (LIMA; CARDOSO, 2011). Devido a este fato, é imprescindivel aprofundar os
estudos que visam avaliar os possiveis efeitos colaterais relacionados ao seu consumo.

Portanto, o objetivo desse estudo foi investigar os efeitos causados na morfologia testicular, nos
niveis de testosterona e nos pardmetros seminais de ratos da linhagem Wistar, ap6s a administracido de
Decanoato de Nandrolona na concentragio de Smg/kg.

2. METODOLOGIA

O presente trabalho trata-se de uma pesquisa de natureza bdsica, com procedimento exploratorio,
experimental e de abordagem quantitativa. A pesquisa foi submetida a andlise e aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa e Experimentacio Animal (CEPan), do Centro Universitrio Bario de Mau4, conforme o
protocolo n® 282/17.

Foram utilizados 20 ratos machos da linhagem Wistar, com idade aproximada de 60 dias e peso
corpdreo inicial de 200 gramas. De acordo com Neves et al. (2013) e Santos (2002), os animais do presente
estudo apresentavam idade reprodutiva e teriam atingido maturacdo sexual para iniciar o tratamento
experimental.

Os ratos foram alojados em gaiolas individuais de polipropileno contendo cama de maravalha, grade

superior e mantidos em ambiente controlado, com temperatura de 21 a 24°C, recebendo 4gua e racio prépria
suficiente para suprir a demanda energética durante todo o periodo experimental.
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O estudo teve duracdo de 56 dias e os animais foram divididos em 2 grupos, contendo 10 ratos cada:
grupo de tratamento (Smg/kg de Decanoato de Nandrolona diluido em 0,4 mL de 6leo de amendoim) e grupo
controle (5mg/kg de 6leo de amendoim). As aplicacdes foram realizadas por via intramuscular, 2 vezes na
semana, sempre as segundas e quintas-feiras, entre as 11h00 e 11h30. Antes de cada aplicagdo, os animais
foram pesados para determinar o volume que seria administrado em ambos os grupos experimentais,
considerando-se a dose de Smg/kg.

A escolha de Smg/kg de Decanoato de Nandrolona, foi baseada nos estudos de Cardoso (2008) e
Vieira et al. (2008), sendo considerada dose intermedidria (VIEIRA et al., 2008). Segundo Norton,
Trifunovic e Woodiwiss (2000), essa dose € equivalente as que normalmente sao utilizadas em academias de
gindstica.

No final do experimento, os animais foram eutanasiados com dose letal dos anestésicos cloridrato de
ketamina (100mg/kg), cloridrato de xilazina (6mg/kg) e tiopenthal sédico (40mg/kg).

Ap6s o sacrificio foi coletado 10mL de sangue pelo método de pungdo cardiaca para dosagem de
testosterona total, através do método de quimioluminescéncia. Segundo Chaves (2005), é importante que as
andlises tenham um planejamento estatistico para maior confirmagdo das hipdteses, portanto, todas as
dosagens desta pesquisa foram realizadas em triplicatas e analisadas por mais de um pesquisador.

Foi realizada uma laparotomia exploratdria para retirada dos testiculos e epididimos, para avaliacdes
histopatoldgicas e coleta do sémen, respectivamente. Os testiculos foram pesados em balanca analitica
GEHAKA BG-2000® e depois fixados em formaldeido a 10% no tempo minimo de 48 horas, em seguida
foram submetidos ao processo de desidratacdo em uma série crescente de dlcoois etilicos (70%, 80%, 90% e
absoluto), posteriormente procedeu-se a diafanizagdo do material em xilol (I, II e III) e impregnacdo em
parafina a 60°C por 2 horas para consecutivo emblocamento. Apds estas etapas, os fragmentos foram
submetidos ao corte em micrétomo rotativo de 6 micras, onde foram fixados e corados pelo método de
Hematoxilina-eosina (HE). Subsequentemente foram desparafinizados em xilol, hidratados em dalcoois
decrescentes (absoluto, 90%, 80% e 70%) e destinados a montagem com laminula. Apés o processamento do
material, as 1dminas foram analisadas no microscépio Nikon Eclipse E100® e as fotomicrografias obtidas em
fotomicroscépio HD Lite 1080P°.

O sémen foi coletado por perfuracdo da cauda do epididimo, em seguida foi diluido em ImL de
solugdo fisioldgica e incubado a 37°C. Realizou-se a andlise microscdpica do vigor, observando um total
aproximado de 200 espermatozoides, com aumento 40X. A motilidade foi avaliada qualitativamente pela
classificacdo de zero (imével) a 5 (motilidade rapida). Para andlise morfoldgica, o esfregaco preparado foi
corado com Eosina-Nigrosina e a morfologia foi observada em microscopia, com aumento 100X, onde foram
analisados 100 espermatozoides, especificando as anomalias encontradas.

Nos parametros seminais e dosagem da testosterona, foram calculados a média e o erro-padrao e para
comparacdo entre 0s grupos experimentais, utilizou-se o teste paramétrico t-Student bilateral ndo-pareado,
onde o nivel de significancia adotado foi p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Histopatologia dos testiculos

Nas seccoes testiculares do grupo tratado, os tibulos seminiferos apresentaram em muitas areas,
alteracdes na citoarquitetura do epitélio, com descamacdo de células germinativas para o limen tubular
(Figura 1B e 1D). Além disso, observou-se aumento no espago intertubular com a presenca de vaciolos
(Figura 1D).

No grupo controle (Figura 1A e 1C), os tibulos seminiferos apresentaram epitélio integro e células

da linhagem espermatogénica em todas as etapas de desenvolvimento. Nao foi observada alteracdo no espaco
intertubular, no qual, apresentou vasos sanguineos e células de Leydig, com nicleo excéntrico e esférico.
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A descamacgdo das células espermatogénicas para a luz dos tdbulos seminiferos, também foi
observada nos grupos tratados com Decanoato de Nandrolona nos experimentos de Decanine et al. (2010) e
Takahashi, Tatsugi e Kohno (2004). Além dessa alteracdo, Barone et al. (2017), relatou também
modificagdes degenerativas e desorganizacdo em alguns tiibulos seminiferos com maturagio incompleta das
células, semelhante as dreas que apresentaram alteracdo nas células germinativas do presente estudo. A partir
desses achados na literatura e sob as condi¢cdes em que o experimento foi desenvolvido, € possivel observar
que o Decanoato de Nandrolona afeta a estrutura tubular seminifera. Sugere-se que estas alteracdes sdo
decorrentes dos efeitos negativos do esteroide no eixo neuroendécrino masculino, no qual altera os niveis de
FSH e LH.

A atrofia e a reducio de células de Leydig, é um resultado frequente quando estd associado ao uso de
Decanoato de Nandrolona (MIN; LEE, 2018; BARONE et al., 2017, TAKAHASHI; TATSUGI; KOHNO,
2004) porém este efeito ndo foi encontrada no presente estudo.

Figura 1- Fotomicrografias dos testiculos dos grupos experimentais. Fig. A e C: sec¢des testiculares do grupo controle,
apresentando espago intertubular contendo vasos sanguineos e células de Leydig (setas pretas). Células
espermatogénicas em todas as etapas de desenvolvimento (seta branca). Fig. B e D: sec¢des testiculares do grupo
tratado, apresentando descamagdo das células germinativas para o limen tubular (seta branca). Espago intertubular
aumentado e com vacuolos (seta preta). Aumento 100X (A, B) e 400X (C, D).

3.2  Testosterona Total
A dosagem da testosterona total no grupo tratado com o Decanoato de Nandrolona diminuiu
significativamente (p= 0,001), concordando com o estudos de Min e Lee (2018), Barone et al. (2017) e

Decanine et al. (2010) (Figura 2), nos quais, os grupos esteroidais apresentaram uma drastica diminui¢@o
deste hormonio.
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Barone et al. (2017), sugeriram que o uso de Decanoato de Nandrolona, causa uma supressdo nos
niveis de LH e FSH, e consequentemente ocorre a redug@o na sintese e liberacdo de testosterona enddgena,
sendo que, o LH ¢é responsdvel por estimular a produgdo da testosterona nas células de Leydig. Portanto, isso
explica a diminui¢do dos niveis séricos no grupo de tratamento.
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Figura 2 - Média dos niveis séricos de testosterona total

3.3 Espermograma

O vigor dos espermatozoides de todos os animais, receberam classificacdo 5 (motilidade rapida),
desta forma ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais. Estes resultados concordam
com o estudo de Cardoso (2008), que também nio observou neste pardmetro, efeitos negativos decorrentes
do uso de Decanoato de Nandrolona.

Observou-se uma variedade de alteracdes na morfologia dos espermatozoides do grupo tratado
(Figura 3C-F), onde as anomalias de cauda em angulacdo acentuada e acefdlico apresentaram diferenca
estatistica significativa entre os grupos experimentais (p=0,002) e (p=0,0002), respectivamente. A andlise
morfolégica dos espematozoides dos grupos experimentais € apresentada na Tabela 1.

Shokri et al. (2014) demonstraram em seu estudo, que a morfologia normal dos espermatozoides do
grupo esteroide, apresentou percentual significativamente baixo em relag@o aos grupos que ndo receberam a
droga. Porém, nos resultados encontrados por Cardoso (2008), a morfologia dos espermatozoides, nao
apresentou diferenca significativa entre os grupos.

Segundo Bonetti et al. (2008), a reducdo nos niveis de FSH pode levar a diminui¢do da contagem,
mobilidade e modificagcdes na morfologia dos espermatozoides. Relacionando com os achados do presente
estudo, esta afirmacgdo, associada & diminuicdo da testosterona, pode ser uma hipdtese da origem das
anomalias nos espermatozoides, ja que os dois hormdnios atuam durante a espermatogénese.

Desta forma, a partir desses resultados, ndo é possivel afirmar que o Decanoato de Nandrolona, na
dose utilizada e sob as condicdes em que o presente experimento foi desenvolvido, pode levar a infertilidade,
uma vez que, este quadro tem origem multifatorial (SANTOS et al., 2013) e seria necessdrio avaliar outros
pardmetros reprodutivos.
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Figura 3 — Esfregaco dos espermatozoides. Em A e B: espermatozoides do grupo controle, com morfologia normal. Em
C, D, E e F, espermatozoides do grupo tratado, C: cauda com angulagdo acentuada (seta), D: cauda com angulacio
atenuada (seta), E: cauda enrolada (seta), F: acéfalo (seta). Aumento 100X. Coloracdo Eosina-Nigrosina.

Tabela 1- Média e erro-padrio da morfologia dos espermatozoides dos grupos experimentais

Morfologia  Anomalias Anomalias  Anomalias
normal de cabeca Anomalias de cauda % de gancho multiplas
% % % %
ACF SC CE CAT CAA SG SG+SC
Grupo 89,2240,55 1,56+0,38 6,39+0,59 0,33£0,17 0,22+0,15 0,56+0,34 0,33£0,17 0,56+0,24
Controle
T(i;;‘;’(;’o 7640228  4,10£0,41%  820+093  1,30£0,52  0,50£0,34  7,50+1,67* 030021  0,60+0,31

ACEF: acéfalo (sem cabeca), SC: sem cauda, CE: cauda enrolada CAT: cauda com angulagio atenuada, CAA: cauda
com angulagdo acentuada, SG: sem gancho, SG + SC: sem gancho + sem cauda. *P<0,05 na comparagéo entre o grupo
tratado e o controle.

3.4 Massa dos testiculos

O peso absoluto dos testiculos nao demonstrou diferenca estatistica significativa entre os grupos
experimentais (Figura 4), concordando com o estudo de Cardoso (2008). Entretanto, ha uma contradi¢do com
os experimentos de Kalinine (2011) e Noorafshan, Karbalay-doust e Ardekani (2005), pois o tratamento com
o Decanoato de Nandrolona causou a diminui¢cdo na massa dos testiculos, em relacdo aos animais nao
tratados. Uma hipétese pode ser a de que a dose usada, a quantidade de aplicagdes e o periodo experimental
do presente estudo, ndo leva a estas alteracdes. Talvez um tratamento suprafisioldgico, como no estudo de
Kalinine, teria resultado na atrofia testicular.
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Figura 4 - Massa média dos testiculos
4. CONCLUSOES

De acordo com os dados obtidos, foi possivel observar que a administracio do Decanoato de
Nandrolona na dose 5mg/kg e nas condi¢des em que a pesquisa foi realizada, causa alguns tipos de
anomalias na morfologia dos espermatozoides, provoca alteragdes nos tibulos seminiferos e no espago
intertubular dos testiculos. Além disso, € responsdvel também pela diminuicdo significativa nos niveis de
testosterona. No entanto, o uso do esteréide ndo interferiu na motilidade dos espermatozéides e na massa dos
testiculos.

Portanto, pode ser considerado que existe um alto risco de efeitos prejudiciais no sistema reprodutor
masculino, relacionado ao uso Decanoato de Nandrolona.
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