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Resumo

O objetivo do estudo foi analisar os efeitos promovidos pelo Decanoato de Nandrolona sobre a
morfologia dos ovarios das matrizes e sobre os produtos da gestagdo. Ratas do grupo tratado
receberam o esterdide em uma Unica dose de 6 mg/kg de peso vivo por semana, durante 6 semanas.
O grupo controle recebeu solugdo fisioldgica 0,9%. As fémeas de cada grupo foram acasaladas com
machos e ndo tratados, para andlise dos produtos da gestacdo. As gbénadas foram processadas
através da rotina histoldgica usual. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) no peso corporeo, e
nos pesos ovariano, uterino e hepatico entre as ratas controles e tratadas. As fémeas androgenizadas
apresentaram ciclo estral irregular. Nestas fémeas, os ovarios caracterizaram-se pela presenca de
corpos luteos e foliculos poliovulares, e extensas areas com glandulas intersticiais no estroma. O
tratamento materno com o esterdide reduziu a taxa de fecundidade e promoveu alteracdes
morfologicas externas fetais. Concluiu-se que, nas condi¢des experimentais, o tratamento
androgénico afetou a estrutura gonadal das matrizes, a taxa de fecundidade e a morfologia externa

fetal.
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Abstract

The goal of study was to analyze the effect promoted for the Nandrolone Decanoate on morphology
of the ovaries of the matrizes and on the pregnancy outcome. Rats of the treated group received
steroid in a single dose of 6 mg/kg of body weight, weekly, during 6 weeks. The group control
received physiological solution 0.9%. The females of each group were coupled with not treated
males, for analysis of the pregnancy outcome. The gonads were processed through the usual
histological routine. It did not have significant difference (p>0.05) in the body weight, ovaries,

uterus and liver between the treated and controls rats. The androgenized females presented irregular



estral cycle. In these females, the ovaries had characterized for the presence of corpus luteum and
poliovular follicles, and extensive areas with interstitial glands in stroma. The maternal treatment
with steroid reduced the fertility rate and promoted alterations in fetal morphology. Concluded that,
in the experimental conditions, the androgenic treatment affected the gonadal structure of the

matrizes, the fertility rate and the fetal morphology.
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Introducao

O uso de esterdides anabodlicos ¢ uma pratica comum entre jovens e adultos, atletas ou ndo.
De acordo com CICERO & O’ CONNOR (1990) apud LOVSTAKKEN et al. (1999), os esterdides
anabolicos também estdo associados ao uso abusivo de alcool, morfina e outras substancias aditivas.
Nos EUA, o mercado negro de esterdides anabolicos registrou um lucro liquido equivalente a

U$400 milhdes por ano com estas drogas (LOVSTAKKEN et al., 1999).

Os esteroides sao compostos quimicos sintéticos que imitam os efeitos anabodlicos da
testosterona (androgeno pertencente a classe dos hormoénios sexuais masculinos), apresentando a
propriedade de ativar o metabolismo protéico através da retencdo de nitrogénio e aumento da
atividade do RNA (BLASBERG et al.,1997). Quando administrados em altas doses, pode acarretar
sérios riscos a saude devido ao aumento no metabolismo basal, nimero de hemécias e capacidade
respiratoria. Tais alteragdes provocam uma reducdo na taxa de gordura corporal fazendo com que
as pessoas que fazem uso dos esterdides ganhem forga, poténcia e maior tolerancia ao exercicio
fisico. Estudos cientificos mostram ainda que o seu uso inadequado pode levar a problemas
cardiacos, hipertensao arterial, distarbios psicologicos provocados pelo aumento da agressividade,

hepatotoxicidade e redug@o nos niveis de hormdnios sexuais (Esterdides Anabolicos, 2003).

Nos ultimos anos, a Nandrolona tem sido um dos anabolizantes mais encontrados nos
exames de dopping. E precursora de outros esterdides no organismo humano, e quando presente na
urina ou nos sais biliares, apresenta-se na forma glicoconjugada. O Comité Olimpico Internacional
estabeleceu as concentracdes de corte de 2ng/mL e Sng/mL para homens e mulheres,
respectivamente, como parametro para a confirmacdo de administragdo exdgena de Nandrolona.
Mulheres gravidas podem apresentar alguns metabolitos de Nandrolona no fluido folicular ovariano
e na placenta. A urina de mulheres que fazem uso do anticoncepcional Norestisterona pode também
apresentar residuos destes esterdides (MARQUES et al., 2003).

Objetivos
O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do tratamento materno com o esterdide anabdlico Deca-

Durabolin sobre a morfologia dos ovarios das matrizes e sobre os produtos da gestagao.



Metodologia

Foram utilizadas ratas da linhagem Wistar, com aproximadamente 21 dias de idade, provenientes do
Biotério Central de Botucatu-UNESP. As fémeas foram alojadas no Biotério da Faculdade de Ciéncias e
Letras de Assis-UNESP, os quais foram mantidas em caixas de polipropileno forradas com maravalha, e
permaneceram em ambiente padrao (temperatura de 22 + 2°C e ciclo claro/escuro de 12 horas), durante o
periodo experimental. Ra¢do comercial e dgua de torneira foram fornecidas ad libitum.

Aos 40 dias de idade, as fémeas foram divididas casualmente em dois experimentos, constituidos de
dois grupos de tratamento, controle (solucdo fisiologica) e tratado com o esterdide anabolico Deca-
Durabolin®. As fémeas do Experimento I foram destinadas ao estudo dos efeitos do esterdide sobre a
morfologia gonadal, enquanto que as fémeas do Experimento II foram destinadas ao estudo dos efeitos do
tratamento androgénico materno sobre a analise dos produtos de gestagdo.

Nos experimentos I e 11, as fémeas foram tratadas com uma unica inje¢do intraperitoneal de 6mg/kg
de peso vivo de Deca-Durabolin, por semana, durante 6 semanas consecutivas. Os animais do grupo controle
receberam solucgdo salina no mesmo procedimento. De cada grupo, 10 fémeas foram acasaladas com machos
sexualmente maduros e ndo tratados, para analise dos produtos da gestagdo. As matrizes foram pesadas e
foram coletados os ovarios, utero, hipofise e figado. As gonadas foram processadas através da rotina
histologica usual, obtendo-se cortes de 5 pm de espessura, incluidos em Paraplast e corados com
hematoxilina-eosina para analise em microscopia de luz.

Os fetos foram pesados em balanga analitica AND — modelo HR200 e examinados ao
estereomicroscopio da marca TecNival, para andlise da morfologia externa. As imagens dos fetos
provenientes de cada grupo de acasalamento foram captadas por camera digital Canon A310, 3.2
megapixels.

Para a realizagdo da analise estatistica referente as variaveis de pesos corporeo, ovariano,
hipofisario e hepatico das matrizes, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de anélise de variancia de
Mann-Whitney para o nivel de 5% de significancia, disponivel no programa estatistico
computacional “BioStat 3.0”. Utilizou-se 0 mesmo teste para analise estatistica na determinagdo
dos parametros referentes aos produtos de gestagdo. Os resultados foram considerados significativos
quando p < 0,05.

Resultados

Os resultados demonstraram que nao houve efeito significativo (p>0,05) do tratamento esterdide

sobre 0s pesos corporeo, ovariano, uterino, hipofisario e hepatico das matrizes (Tabela 1).



Tabela 1 — Efeito do tratamento androgénico sobre os pardmetros de peso corpéreo e pesos dos ovarios,

utero, hipofise e figado das matrizes (valores da mediana).

GRUPOS EXPERIMENTAIS

PARAMETROS Controle Tratado
Peso corpodreo (g) 268 a* 241 a
Peso dos ovarios(g) 0,19 a 0,19 a
Peso do utero (g) 0,52 a 0,36 a
Peso da hipofise(g) 0,01 a 0,03 a
Peso do figado (g) 11,48 a 11,48 a

* letras iguais na mesma linha, ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).

A andlise histologica revelou que houve um padrdo estrutural da gonada, diferente entre as
fémeas dos grupos controle e tratado com o esteroide sintético.

As ratas controle apresentaram ovarios contendo corpos lateos bem desenvolvidos e
foliculos em diversos estdgios de maturagao (Fig. 1A). O corpo luteo, formado apods a ovulagao,
ocupa grande espago no cortex ovariano, fazendo saliéncia na superficie do 6rgio (Fig. 1A). Esta
estrutura apresenta-se morfologicamente constituida de grandes células luteinicas provenientes da
granulosa e células menores luteinicas da teca interna. Estas células apresentam nucleo esférico e
abundante citoplasma acidoéfilo (Fig. 1B).

Nas fémeas tratadas, a alteracdo morfoldgica mais evidente nos ovarios foi a presenca de
extensas areas do estroma cortical com glandulas intersticiais (Fig. 2A). Estas estruturas
caracterizam-se principalmente pelo aspecto cordonal de células semelhantes as células luteinicas,
porém com volume nuclear e citoplasmatico menor, sendo estes corddes separados por septos de
tecido conjuntivo (Fig. 2B). Nas fémeas deste grupo experimental verificou-se também a presenga
de corpos luteos pouco desenvolvidos (Fig. 3A), maior freqii€éncia aparente de foliculos
poliovulares (Fig. 3B) e foliculos atrésicos. A atresia folicular, observada predominantemente nos
ovarios das ratas tratadas com o esteroide, ¢ caracterizada estruturalmente pela degeneracao do
ovocito, desorganizagdo das células da granulosa e invasdo de ntcleos picnoticos de células
foliculares para o interior do antro (Fig.4A). Nestas ratas também evidenciou-se vdrias células

metafasicas na parede folicular (Fig.4B).

No grupo controle, a citologia esfoliativa confirmou a ciclicidade estral das fémeas, as quais
apresentaram estro tipico caracterizado pela grande quantidade de células acidofilas e

queratinizadas no esfregaco (Fig. 5A).



Com base na citologia esfoliativa, as fémeas tratadas apresentaram auséncia de ciclicidade
estral, com persisténcia da fase de metaestro, caracterizada pela presenca predominante de células
epiteliais pequenas, arredondadas e nucleadas, algumas células queratinizadas, muco e leucdcitos
(Fig. 5B). No grupo tratado com o esteroide a taxa de fecundidade foi de 10% e no grupo controle

foi de 100%.

Em ambos grupos experimentais, verificou-se que a gonada apresenta um revestimento
epitelial do tipo ctbico simples, sendo que abaixo deste, ha uma camada de tecido fibroso, a tunica
albuginea. As regides cortical e medular apresentaram-se distintas. A regido central do o6rgdo, a
medula, é constituida por tecido conjuntivo frouxo ricamente vascularizado (Fig. 1A). No cortex,
foram evidenciados numerosos foliculos ovarianos em diversos estdgios de desenvolvimento. O

cortex € constituido por um tecido conjuntivo fibrocelular, que caracteriza o estroma ovariano (Fig.

1A).

A avaliacdo morfoldgica externa fetal, em cada grupo de acasalamento, permitiu verificar
que os fetos provenientes de fémeas androgenizadas apresentaram tegumento de aspecto gelatinoso
e edematoso (Fig. 6). O tratamento materno com o esterdide anabdlico androgénico também
resultou na obtengdo de uma progénie heterogénea, com fetos de tamanhos diferentes.

Discusséo

Os resultados obtidos neste estudo sdo concordantes com aqueles descritos por BLASBERG
et al. (1997) que relataram o efeito ndo significativo do Decanoato de Nandrolona sobre o peso
corpdreo de ratas tratadas diariamente com o esterdide anabolico nas doses de 5,6, 0,56 e 0,056
mg/kg, durante 2 semanas. O periodo de tratamento (6 ou 12 semanas) e a alta (2,20 mg/kg) ou
baixa dose (0,55 mg/kg) do esterdide da marca comercial “Equipoise” (Lab. Squibb), ndo afetaram
o ganho de peso das ratas (HOWE & MORELLO, 1985). No entanto, LEWANOWITSCH &
IRVINE (2001) ¢ GEREZ et al. (2005) verificaram que as fémeas androgenizadas, tratadas com
Decanoato de Nandrolona, apresentaram significativamente maior peso corpdreo que as ratas
controles.

A auséncia de diferenga significativa nos pesos ovariano e uterino de ratas tratadas e
controles, obtida neste estudo, ¢ concordante com os resultados relatados por GAO & SHORT
(1993) e GEREZ et al. (2005). Outros autores (BRONSON, 1996; BRONSON et al., 1996)
descreveram que os pesos dos ovarios e utero sdo afetados pela administragdo de esterdides
anabolicos.

O decréscimo no peso da hipofise em fémeas tratadas com esterdide foi descrito por varios
autores (GAO & SHORT, 1993; BRONSON et al., 1996). Os resultados obtidos no presente estudo

demonstraram que o tratamento de ratas com o Decanoato de Nandrolona (Deca-Durabolin), nao



afetou o peso hipofisario. Este resultado concorda com aquele obtido por BLASBERG et al. (1997)
em ratas da linhagem Long—Evans, e por GEREZ et al. (2005), em ratas da linhagem Wistar.

Embora no presente estudo ndo houve efeito significativo do tratamento esterdide sobre o
peso hepatico, GEREZ et al. (2005) verificaram que o peso do orgao foi significativamente alterado
em funcdo do tratamento androgénico de fémeas, durante a fase adulta.

As discrepancias nos resultados obtidos neste estudo e de outros autores se devem as
diferentes espécies e linhagens, tipos de esterdides anabolicos e doses empregadas nos estudos
animais. Também, na maioria dos estudos, o tratamento androgénico ¢ realizado em fémeas adultas,
sexualmente maduras, e neste estudo o tratamento teve inicio na fase pré-pubere ou juvenil da rata
(40 dias) e estendeu-se até a fase adulta (75 dias).

Embora o uso abusivo de esterdides anabolicos androgénicos (EAA) ocorre em homens e
mulheres, sdo poucos os estudos publicados sobre os efeitos dos EAA sobre a morfologia de 6rgaos
reprodutores femininos (GIANNINI et al., 1991; BOND et al., 1995; CORRIGAN, 1996), embora a
abordagem fisiologica e comportamental ¢ bem relatada. De acordo com SQUIRES et al. (1982) e
HOWE & MORELLO (1995), o uso de esterdides anabdlicos induz modificacdes no
comportamento, caracterizadas pela agressividade excessiva observada nas ratas. No presente
estudo, ndo foi comprovado este resultado, uma vez que nao houve indice de mortalidade.

A alteracdo da atividade ciclica ovariana, observada nas ratas tratadas do Experimento I,
com 6mg/kg de Deca-Durabolin, foi esperada, ja que estudos anteriores descreveram que em
roedores e humanos, os componentes de anabodlicos esterdides androgénicos rompem a fungdo
neuroendocrina da fémea (SQUIRES et al., 1982; GAO & SHORT, 1993; BRONSON, 1996;
BLASBERG et al., 1997). Segundo os autores, os componentes EAA alteram a fung¢do do axis
hipotalamo-hipofise-gonada. Os altos niveis de andrégeno circulantes podem suprimir o feed-back
negativo e por meio disto, reduzir a liberagdo de gonadotrofinas. Como conseqiiéncia, a secrecdo de
estrogeno pelos ovarios seria impedida ou reduzida. Poderia ser sugerido que, indiretamente os
baixos niveis de estrogeno circulantes produziram o padrdo de metaestro observado nas fémeas
tratadas com o Deca-Durabolin. Embora neste estudo nao foi realizada a determinacgdo dos niveis
hormonais nas ratas, este pardmetro poderia auxiliar no entendimento da dindmica do controle
neuroenddcrino, em resposta ao nivel de Decanoato de Nandrolona utilizado.

As mulheres que fazem uso proprio de componentes de EAA poderiam apresentar distirbios
no ciclo menstrual (BLASBERG et al., 1997), comparativamente as ratas tratadas com Deca-
Durabolin neste estudo.

O exame histoldgico dos ovarios das ratas tratadas com Deca-Durabolin revelou um efeito
deletério do esterdide sobre a gonada. A atresia folicular verificada nos ovarios, a presenca de

foliculos poliovulares, resultantes provavelmente de uma divisdo meidtica anormal, e a presenca



abundante de glandulas intersticiais, colaboram com os relatos de varios autores (SQUIRES et al.,
1982; GAO & SHORT, 1993; BRONSON, 1996; BLASBERG et al., 1997), de que os esterdides
anabolicos influenciam a fun¢do do axis neuroenddcrino feminino. Ainda que, os ovarios das ratas
tratadas apresentaram corpos lateos pouco desenvolvidos, acredita-se que a droga promoveu
reducdo na liberagdo de gonadotrofinas hipofisarias, influenciando a formacdo de estruturas
luteinicas.

De acordo com ROSS & ROMRELL (1993), em alguns foliculos atrésicos ocorre um
aumento das células da teca interna, que se organizam em corddes radiais separados por tecido
conjuntivo, se assemelhando a um antigo corpo luteo, denominado corpo luteo atrésico. Estes
cordodes de células luteinicas fragmentam-se e se espalham no estroma formando parte da chamada
glandula intersticial do ovario. Como pdde ser verificado neste estudo, a droga induziu a formagao
de muitas glandulas intersticiais nos ovarios das ratas.

O desempenho reprodutivo foi reduzido nas f€meas tratadas com o esterdide
anabolico.Verificou-se que 100% das ratas controles ficaram prenhes e 10% das ratas tratadas. Este
resultado ¢ concordante com aqueles obtidos por GAO & SHORT (1993).

O tratamento materno com o Deca-Durabolin no periodo pré-gestacional ndo promoveu
defeitos anatdmicos na estrutura corporea fetal, no entanto, o revestimento cutineo foi alterado, o
qual apresentou aspecto gelatinoso. Resultados semelhantes foram verificados por FERACINI et al.
(2006), onde os fetos apresentaram estrutura cutdnea com descamacido, principalmente na regido
lateral, dorsal e cefalica.

Conclusdes

Concluiu-se que, nas condi¢gdes experimentais, o tratamento androgénico promoveu

aciclicidade estral e afetou a estrutura gonadal das matrizes, a taxa de fecundidade e a morfologia

externa fetal.

Figura1l-— Secgao hlstologlca de ovario de rata do gmpo controle Em A
sdo evidenciados corpos luteos (CL) bem desenvolvidos. Em B, sdo evidenciadas
células luteinicas. HE.
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de glandulas intersticiais, que
ocupam extensas areas no estroma cortical (¢). A medula (m) apresenta-se de
aspecto frouxo e ricamente vascularizada. Em B (0bj.20x), é dado destaque a
caracteristica morfologica da glandula intersticial. Sdo evidenciados: septos
conjuntivos (setas), arteriola (a), capilares sanguineos (c) e células luteinicas

(cl). HE.
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Figura 3 — Detalhes das alteragdes nos ovarios das fémeas tratadas com
esteroide. Sdo evidenciados: corpo lateo (CL) pouco desenvolvido, glandulas

intersticiais (*) e foliculo poliovular (Po). A (obj.4x); B (obj.20x).HE.

Figura 4 —

eccdo histologica de ovario de rata tratada com esterdide. Em A
(0obj.20x) ¢ evidenciado foliculo antral em processo de atresia com nucleos
picndticos no interior do antro. Em B (0bj.40x) ¢ evidenciado foliculo antral do
tipo 7 contendo célula metaféasica (seta) circundando o ovocito. HE.
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Figura 5 — Citologia esfoliativa vaginal de ratas dos grupos controle (A) e
tratado com esteroide (B). Em A, s@o evidenciadas células queratinizadas tipicas
da fase de estro, e em B, sdo evidenciados leucécitos (L) e células epiteliais
arredondadas (setas) tipicas da fase de metaestro. Shorr/H, obj.20x.
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Figu ra 6 - Fetos provenientes de matrizes controle (A, B) e matrizes tratadas (C, D).
Verificar o aspecto edematoso cutaneo e a morfologia fetal em C e D, diferentes de A

e B.
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