AVALIACAO DO EFEITO DO ESTEROIDE ANABOLICO DECANOATO DE
NANDROLONA NA MORFOLOGIA DO OVARIO DE RATAS ADULTAS

ZANAROTTI, Larissa Balbino. - Graduada em Farmécia pelo Centro Universitario Bardo de Maua,
Farmacéutica Responsavel na empresa Droganipo Comércio de Medicamentos e Perfumaria -
Ribeirao Preto, SP, Brasil
JORGE, Maria Helena Simdes. - Mestre e docente do Centro Universitario Bardao de Maua, Ribeirao
Preto, SP, Brasil
CRISCI, Ana Rosa. - Mestre do Laboratorio de Morfologia do Centro Universitario Bardo de Maua,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil

REsumo

Altas doses de esterdides anabolicos androgénicos sao utilizadas, sem indicagdo terapéutica, por
individuos que visam aumentar a forga muscular e/ou melhorar a aparéncia fisica. Entretanto, os efeitos
benéficos dessas substancias no desenvolvimento atlético sdo questionaveis. Além disso, sabe-se que
esses esteroides podem ter muitos efeitos colaterais. Este estudo teve por objetivo analisar a morfologia
dos ovarios de ratas, diante da administragcao do esterdide anabodlico decanoato de nandrolona. Para isto,
foram utilizadas 8 ratas Wistar adultas, divididas equitativamente em dois grupos: controle e experimental.
Os animais do grupo experimental receberam por seis semanas consecutivas inje¢do intramuscular de
6 mg/kg de decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin®). Os animais do grupo controle receberam
injecdo intramuscular de solugdo salina (0,9%). Seis horas antes da eutandsia os animais receberam
injecdo intramuscular de colchicina (0,10mg/100g do peso) para a visualizagdo das mitoses. Apds a
eutanasia foram retiradas as gonadas para a analise histologica em microscopia de luz. Os dados obtidos
demonstraram que houve um aumento significante da massa corporea nos animais do grupo experimental.
Para estudo morfométrico, os cortes histolégicos foram observados e analisados por meio de programa
IS CAPTURE IMAGING APPLICATION, CAMERATUCSEN USB 2.0 H SERIES, que mostraram
aumento na espessura da camada da granulosa, no nimero de células do cumulus oophorus , bem como
0 aumento no numero de células em metafase. Além disso, nicleos picnoticos foram observados no
interior do antro folicular. Os resultados obtidos neste estudo sugeriram que o tratamento androgénico
possa alterar o desenvolvimento ¢ a estrutura de foliculos ovarianos.

PALAVRAS-CHAVE: Ester6ide anabolico androgénico; Decanoato de Nandrolona; Morfologia dos ovarios.

EVALUATION OF THE EFFECT OF THE ANABOLIC STEROID NANDROLONE DECANOATE IN THE MORPHOLOGY
OF THE OVARIES OF ADULT WISTAR RATS

ABSTRACT

High doses of anabolic androgenic steroids are used, without therapeutic indication, by individuals
who seek to increase muscle strength or to improve physical appearance. However, the beneficial effects
of these substances in athletic development is questionable. Moreover, it is known that this practice is
accompanied by many side effects. This study aimed to analyze the morphology of the ovaries of rats,
associated with the administration of the anabolic steroid nandrolone decanoate. 8 Adult Wistar rats were
used, divided into two groups: experimental and control. The rats in the experimental group received,
during six consecutive weeks, an intramuscular injection of nandrolone decanoate (Deca - Durabolin
®, 6mg/kg). The animals in the control group received an intramuscular injection of saline solution
(0,9%). Six hours before euthanasia, both groups received an intramuscular injection of colchicine
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(0.10 mg/100 g weight) for visualization of mitosis.
After the euthanasia, the gonads were removed
for histological analysis with light microscopy.
These data showed a significant increase of body
mass in the animals of the experimental group.
For morphometric study, the histological cuts
were observed and analyzed using the program
IS CAPTURE IMAGING APPLICATION,
CAMERATUCSEN USB 2.0 H SERIES, that
showed increase of the layer of granulosa cells, of
the number of cells of the cumulus oophorus as well
as in the number of cells in metaphase. Moreover,
pyknotic nuclei were observed inside the follicular
antrum. The results of this study suggested that
androgen treatment may change the structure and
the development of ovarian follicles.

KEyworDps: Androgen anabolic steroid;
Nandrolone decanoate; Ovary morphology.

INTRODUCAO

Os Esteroides Anabolicos Androgénicos (EAA)
sintéticos sao compostos derivados da testosterona,
desenvolvidos como o objetivo de diminuir a
fun¢do androgena e aumentar a funcao anabolica,
que diminui a degradagdo de proteinas. Dessa
maneira, a sintese protéica no tecido muscular
aumenta e ocorre um ganho de massa, forga e
resisténcia (FORTUNATO et al., 2007).

Os EAA sdo utilizados em grandes quantidades
por atletas das mais diversas modalidades
desportivas, com o intuito de melhorar a massa
muscular ¢ o desempenho (D’ASCENZO et
al.,2007). O uso prolongado (MARQUETTI et
al., 2006) de tal substancia muitas vezes leva a
conseqiiéncias negativas a saude, como alteragao
no sistema reprodutor, na fun¢ao endocrina hepatica
e também sobre as caracteristicas musculo-
esquelético (D’ASCENZO et al., 2007).

Sobre o sistema reprodutor, destacam-se nos
homens a redugao da producdo de espermatozdides,
atrofia dos testiculos, impoténcia, dificuldade ou dor
para urinar, ginecomastia, priapismo, hipertrofia
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prostatica e carcinoma prostatico (VENANCIO et
al., 2010). Em mulheres observam-se a virilizagao,
manifestando-se com diminui¢do da gordura
corporal e tamanho dos seios, voz mais grave,
irregularidades menstruais, aumento do clitoris,
alteracdo na libido, supressdao do ciclo estral e
atrofia ovariana (BENTO-SILVA et al., 2010).

O decanoato de nandrolona ou Deca-Durabolin®,
cuja substancia ativa € a nandrolona, € classificado
como nao-aromatizavel, devido a sua baixa taxa
de conversdao a estrogénio, reduzindo os efeitos
feminilizantes indesejaveis recorrentes do uso
prolongado ou em doses supra fisiologicas desse
esteroide (MOTTRAM; GEORGE, 2000; KUHN,
2002; CUNHA et al., 2004). O decanoato de
nandrolona foi introduzido como uma preparagao
anabdlica injetavel e apds a sua administracdo ¢
gradualmente liberado do deposito muscular e
subseqiientemente hidrolisado em nandrolona e
atua cerca de trés semanas, ap6s administragao
intramuscular (KOROLKOVAS, 2008).

O decanoato de nandrolona, um derivado da
testosterona, esta entre os EAA mais consumidos,
de acordo com o NationallnstituteonDrug
Abuse (NIDA), devido ao seu moderado potencial
androgénico associado as boas propriedades
anabolicas. A nandrolona sofre a acdo da enzima
5 a-redutase e produz um metabolito que tem
baixa afinidade pelo receptor, fazendo a propria
nandrolona interagir com os receptores para
esteroides, produzindo respostas anabdlicas
relativamente maiores (SILVA; DANIELSKI;
CZEPIELEWSKI, 2002). Alguns estudos apontam
que o decanoato de nandrolona pode modular a
regulacdo do ciclo celular e, assim, alterar a massa
muscular, mas os processos intramusculares ainda
ndo estdo bem esclarecidos (MCCLUNG et al.,
2005; DIEL et al., 2008).

A Associacao Brasileira de Academias estima
que existam sete mil academias atualmente no
Brasil, nas quais 2,8 milhdes de pessoas realizam
seus programas de exercicios (DOMINGUES &
MARINS, 2007). Iriart e Andrade (2002) afirmam
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que os principais consumidores de esterdides
anabolizantes sdo jovens e adultos com idades
ente 18 e 34 anos, geralmente do sexo masculino.
Mas o nimero de mulheres que utilizam esses
compostos buscando fins estéticos tem crescido
consideravelmente (FORTUNATO et al., 2007).
Este estudo teve por objetivo analisar a
morfologia dos ovarios diante da administragdo
do esteroide anabolico decanoato de nandrolona.

MATERIAL E METODOS
Experimento

Para realizagdo da presente pesquisa foram
utilizadas oito ratas Wistar adultas, com cerca
de 150g a 250g de peso (ANDRADE et al.,
2002), provenientes ¢ mantidas no Biotério
do Centro Universitario Bardo de Maua, em
temperatura ambiente entre 22° e 24° C, com
livre acesso a agua e alimento. Este experimento
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
e Experimentagdo Animal (CEPAN) do Centro
Universitario Barao de Maua, sob o nimero 145/2010

As ratas foram separadas aleatoriamente em
dois grupos, contendo 4 animais cada , conforme
protocolo experimental:

eGrupo controle

e Grupo experimental

As ratas foram identificadas por nimeros e
pesadas no inicio, ao longo e ao final do experimento.

As ratas do grupo controle receberam
administracdo de solucdo salina 0,9% e o grupo
experimental receberam administracdo de Deca-
Durabolin® (decanoato de nandrolona de 50mg/ml
Organon, Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil), as doses
foram da ordem 6mg/kg de massa corporal da rata
(dose suprafisiologica).As administragdes foram
realizadas por via intramuscular, com alternancia
semanal,nas patas traseiras dos lados (direito e
esquerdo). O tratamento foi realizado uma vez/
semana, durante seis semanas, com supervisao do
veterindrio responsavel pelo Biotério do Centro
Universitario Bardo de Maud. Seis horas antes
da eutandsia em camara de gas carbonico, foram
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inoculados 0,10mg/100g do peso de colchicina
(Colchis de 0,5mg Apsen Farmacéutica S/A, Sao
Paulo, Sao Paulo, Brasil), para a visualiza¢ao das
mitoses. Imediatamente apos a eutandsia, as ratas
foram posicionadas em uma mesa cirargica para a
retirada das gonadas.

Processamento histologico

Imediatamente apos sua remogdo, as gonadas
foram fixadas em formaldeido 10%. Posteriormente,
foram realizadosos procedimentos histologicos de
rotina (desidratacao em alcool, diafanizagdo em
xilol, infiltracdo e inclusdo em parafina). A coloracao
utilizada foi hematoxilina-eosina e por meio da
microscopia de luz foram analisados os ovarios das
ratas dos grupos controle e experimental.

Analises Histologica e Histomorfométrica

A analise morfoldgica dos ovarios teve como
intuitocomparar nos grupos controle e experimental
a espessura da camada da granulosa, o nimero de
mitoses na mesma camada e além da presenca de
nucleospicnoticos,sendo analisados por meio de
programalS CAPTURE IMAGINGAPPLICATION,
CAMERA TUCSEN USB 2.0 H SERIES e
MICROSCOPIO NIKON ECLIPSE E200. Foram
quantificados 28 cortes com a espessura de 4um.

As fotomicrografias dos ovarios foram obtidas
com auxilio de camera digital (Sony Cyber-shot,
Digital Still Camera DSC-W 320, China).

Analise estatistica

Ap0s a constatagao de que os dados obtidos nao
apresentavam distribuicado homogénea, foi utilizado
o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
comparagao do peso dos animais e com o valor de
p<0,05.

RESULTADOS

Representagdo do peso dos animais, grupos
controle e experimental (média+desvio padrao). Teste
Estatistico de Mann-Whitney (p<0,05)Figura 1.
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Figura 1- Representagdo do peso dos animais, grupos controle e experimental.
(média + desvio padrio).
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Fonte: Dados da pesquisa.

A andlise histologica dos ovarios consistiu na
comparacao dos foliculos ovarianos dos grupos
controle e experimental. As laminas confeccionadas
foram fotografadas sob microscopia de luz em
diferentes aumentos, com o auxilio de uma camera
digital. As fotomicrografias (figura 2) a seguir
mostram as diferencas entre os grupos controle e
experimental:

Figura 2: Fotomicrografiasde ovarios de
animais dos grupos controle (A e C) e experimental
(B e D). Em menor aumento, em A e B observa-se os
ovarios de ratas de ambos os grupos. Em (D) parece
haver aumento da camada da granulosa (seta) grupo
experimental. Aumento final 100X.

As fémeas do grupo controle apresentam
ovarios contendo foliculos em diversos estagios de
maturacdo (A). Com o uso do anabolizante ocorre
um aumento da camada da granulosa, como pode
ser observado na figura 3 abaixo:

Figura 3: Comparacao do aumento das células
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da camada da granulosa do grupo controle e
experimental. Teste Estatistico de Mann-Whitney
(p=0,03).

Figura 4: Fotomicrografias de ovarios de
animais dos grupos controle (A e C) e experimental
(B e D). Em (B) Células CumulusOophorus
(seta), em (D) nucleos picnoticos (seta) grupo
experimental. Aumento final 400X.

As fémeas tratadas com o anabolizante
apresentaram em aumento das células do
cumulusoophorus, bem como aumento de células
em metafase (B), como mostra a figura 4 a presenca
de nucleos picnoéticos de células foliculares para o
interior do antro folicular (D).

Figura 5: Fotomicrografias comparando o
nimero de mitoses da granulosa entre os grupos
controle e experimental. Teste Estatistico de
Mann-Whitney (p= 0,003).

Discussio
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Figura 2 - Fotomicrografias de ovarios de animais dos grupos controle (A e C) e experimental (B e D). Figura 4 - Fotomicrografias de por¢des de foliculos ovarianos de animais dos grupos controle (A e C) e
Em menor aumento (A e B), foliculos sdo observados. Aumento aproximado: 10X. Em maior aumento, experimental (B e D). Observa-se menor espessura da corona radiata no grupo controle (seta tracejada
observa-se detalhe da camada da granulosa (linha) que apresenta-se aparentemente aumentada no grupo preta) (A). Aumento aproximado: 10X. Em (B) células cumulus oophorus (seta) e células em metafase
experimental (D) em comparacao ao grupo controle (linha) (C). Aumento aproximado: 100X. Coloragao: (seta tracejada branca). Em (D) nucleos picndticos (seta) grupo experimental, ndo sendo observado no
Hematoxilina e Eosina. grupo controle (C). Aumento final 400X. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina.

Figura 3 - Comparag@o do aumento das células da camada da granulosa dos grupos controle e experimental Figura 5 - Comparagéo do numero de mitoses da granulosa entre os grupos controle ¢ experimental.
(média * desvio padrio). Teste Estatistico de Mann-Whitney (p= 0,03). Teste Estatistico de Mann-Whitney (p= 0,003).
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Esteroides anabolicos androgénicos, como o
Deca-Durabolin® aumenta a sintese de proteinas
musculares e o desenvolvimento muscular,
resultando em ganho de peso. Esses agentes sao
utilizados para aumentar a for¢ca e o desempenho
atlético, aumentando a massa magra e o tamanho
dos musculos (LISE et al., 1999; SANTOS, 2007).

Osresultados obtidosneste estudosdo concordantes
com os descritos por LEWANOWITSCH & IRVINE
(2001) que também verificaram que as ratas tratadas
com o Decanoato de Nandrolona, apresentam
maior peso corpdreo que as ratas controle.

Sao poucos os estudos publicados sobre os
efeitos dos esteroides anabodlicos androgénicos
sobre a morfologia de o6rgdos reprodutores
femininos, mas os autores (GIANNINI et al., 1991;
BOND et al., 1995; CORRIGAN, 1996), relatam a
acdo fisioldgica e comportamental do uso abusivo
de esterdides anabolicos androgénicos.

Os componentes dos esterdides anabodlicos
androgénicos alteram a fun¢ao do eixo hipotalamo-
hipofise-gonada (GAO & SHORT, 1993;
BRONSON, 1996; BLASBERG et al., 1997).

O feedback negativo pode ser suprimido pelos
altos niveis de andrdgeno circulante e reduzir a
liberacao de gonadotrofinas, fazendo com que
os ovarios reduzam ou ndo sintetizem estrogeno.
Através do exame histoldégico dos ovarios das
ratas tratadas com Deca-Durabolin as alteragdes
observadas no desenvolvimento da camada da
granulosa, a invasdo de nucleos picnoticos de
células foliculares para o interior do antro folicular,
bem como as varias células em metafase na parede
folicular, acredita-se que o uso desta droga poderia
resultar numa esterilidade.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo sugerem
que o tratamento androgénico possa alterar o
desenvolvimento e a estrutura dos foliculos
ovarianos.
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