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RESUMO

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAAs) sao drogas sintéticas derivadas da
testosterona com efeitos anabdlicos relacionados ao aumento da massa muscular.
Estudos sobre os efeitos de anabolizantes sobre a reprodugdo masculina sdo escassos,
porém, ja é de conhecimento que o uso dos EAAs pode estar relacionado a diminui¢gao do
volume, fungéo e quantidade das células de Leydig, células responsaveis pela produgao
de testosterona, associado a diminuicdo de LH. Assim, este estudo teve como finalidade
avaliar a toxicidade dos EAAs decanoato de nandrolona (DN), estanozolol e oximetolona
sobre parametros reprodutivos de ratos Wistar machos adultos (avaliagédo imediata) e
depois reavaliar as possiveis alteracbes apds repouso, sem tratamento por 70 dias
(avaliagao tardia). Foram utilizados 236 ratos, sendo 136 machos e 100 fémeas (75 dias).
Na avaliagdo imediata, os animais foram divididos em trés tratamentos diferentes de
acordo com as medicacbdes estudadas. E dentro de cada grupo de EAA eles foram
divididos em trés grupos novamente (n=7), o grupo controle, o tratado com menor dose (5
mg/Kg) e o tratado com menor dose (10 mg/Kg). Os animais tratados com estanozolol e
decanoato de nandrolona receberam inje¢des intramusculares semanais diluidas em
salina e extrato vegetal respectivamente por 70 dias e os tratados com oximetolona
receberam gavagem diluida em salina, por 40 dias. Apos a eutanasia, nesses animais
foram realizadas pesagem corporal final e de érgaos, técnicas de qualidade espermatica,
avaliacdo histopatologica do testiculo, morfometria testicular, dinamica do ciclo da
espermatogénese e dosagens hormonais. Ainda, 10 ratos e 100 fémeas foram utilizados
para inseminacao artificial intrauterina. Na avaliacédo tardia, foram utilizados 63 ratos
divididos em 9 grupos (n=7), da mesma forma que no primeiro experimento, para reavaliar
se alguns parametros analisados tiveram recuperacao. Na avaliagado imediata tanto o peso
de 6rgaos quanto todos os parametros de qualidade espermatica (morfologia, motilidade,
contagem, producédo diaria espermatica e tempo de transito espermatico) apresentaram
alteragbes nos EAAs estudados. Na avaliacao tardia, a oximetolona apresentou lenta
recuperacao, o estanozolol teve uma recuperacao parcial dos efeitos deletérios e o DN
apresentou aumento de alteragcbes. Na primeira avaliagdo da dosagem hormonal, a
oximetolona e o estanozolol apresentaram diminuicdo das concentragdes de FSH, LH e
testosterona intratesticular, enquanto o DN n&o apresentou alteracdes nesta avaliagao.
Porém, na avaliacdo tardia, na oximetolona as concentragcdes dos hormoénios se
normalizaram, porém houve redugdo da concentragdo de progesterona; o estanozolol
reestabeleceu seus horménios a normalidade e o DN apresentou redugdes nas
concentracdes de LH, testosterona e testosterona intratesticular. Na inseminacao artificial
intrauterina, os valores mostram que houve uma redugdo em ambos o0s grupos tratados
com DN e estanozolol no potencial fértil e aumento das perdas pré-implantacéo e no grupo
tratado com DN com a maior dose foi, ainda, demonstrado aumento nas perdas poés-
implantagdo. Sendo assim, este trabalho demonstrou que os EAAs podem causar
problemas ligados a qualidade espermatica e desregulagem hormonal o que pode levar a
reducao da fertilidade masculina, e ainda, que a duragao dos efeitos pode variar de acordo
com o tipo de anabolizante utilizado, sendo o DN considerado neste estudo o mais
perigoso, por seus efeitos piorarem apds o repouso de 70 dias de tratamento.

Palavras-chave: Toxicologia, esteroides anabdlicos androgénicos, testiculos,
horménios, reprodugadao masculina.



ABSTRACT

Anabolic-Androgenic Steroids (AAS) are synthetic medicines derived from testosterone that
produce anabolic-related increase in muscle mass. Studies that evaluate the effects of
anabolic steroids on male reproduction are scarce; never the less it was observed that the
use of AAS diminished Leydig cell function, which are the cells responsible for testosterone
production, number and volume of these cells, and are associated with low LH levels. Thus,
this study investigated the impact of using the AAS: nandrolone decanoate (ND), stanozolol
and oxymetholone on reproductive parameters of adult male Wistar rats. For this experiment,
173 Wistar rats, 73 males and 100 females, of reproductive age were used (75 days old). The
rats (n = 7) were divided into 9 groups, divided into 2 groups according to the dose of the AAS
administered (5 mg/Kg and 10 mg/Kg). The groups nandrolone decanoate and stanozolol
received the treatment during 10 weeks by a weekly injection with dilution in vegetable oil or
saline solution, respectively, while those with oxymetholone diluted in saline solution were
treated by gavage for 40 days. These animals were assessed in relation to final body and
reproductive organs weights, sperm quality and hormonal dosages. Also, 10 rats and 100
females were used for artificial intrauterine insemination. In the second experiment, 63 rats
were divided into 9 groups (n = 7), in the same way as the first experiment, to assess whether
recovery had occurred in any of the parameters analyzed. The parameters analyzed included
both organ weight and all sperm quality parameters (morphology, motility, count sperm, daily
sperm production and sperm transit time though epididymis) and showed alterations in the
AAS studied. In the late evaluation, oxymetholone showed a slower recovery, stanozolol had
a partial recovery from deleterious effects and ND showed an increase in alterations. In the
first evaluation of hormonal dosage, oxymetholone and stanozolol showed decreased FSH,
LH and intratesticular testosterone levels while ND did not alter the hormone levels. However,
in the late evaluation, in oxymetholone the hormone levels normalized but there was a
reduction in the progesterone level, while stanozolol restored hormones to normality and ND
showed reductions in LH, testosterone and intratesticular testosterone levels. In intrauterine
artificial insemination the values show that there was a reduction of the fertility potential of
both groups treated with ND and stanozolol, as well as increased pre-implantation losses. In
the group treated with the higher dose of ND, an increase in post-implantation losses was
also demonstrated. Thus, this study demonstrated that the use of AAS caused decreased
sperm quality and may cause problems related to male infertility. Recuperation time varies
according to the type of anabolic steroid used, where ND was considered the most dangerous,
according to this study because the deleterious effects worsened 70 days after the end of the
treatment.

Keywords: Toxicology, anabolic-androgenic steroids, testicles, hormones, male
reproduction
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I - INTRODUGAO

Em busca de corpos esculturais e midiaticamente perfeitos, o uso de
esteroides anabdlicos androgénicos (EAAs) por atletas e frequentadores de
academias esta se tornando um problema crescente (Clark, Harrold et al.,
1997, Feinberg, Lumia et al., 1997, Albertson, Chenoweth et al., 2016, Salerno,
Cascio et al.,, 2018, Tofighi, Ahmadi et al., 2018).0s anabolizantes s&o
medicamentos sintéticos derivados de androgenos, hormodnios sexuais
masculinos. Segundo o Centro Brasileiro de Informag¢des sobre Drogas
Psicotropicas (CEBRID), muitos homens e mulheres de todas as faixas etarias,
porém com maior frequéncia entre 18 a 34 anos, abusam da terapéutica deste
farmaco e arriscam a saude em busca de fins estéticos, ndo levando em
consideragao o risco que o uso de esteroides acarreta (Carlini, 2007, Kim and
Wood, 2014). Diversos estudos ja comprovaram que o uso de anabolizante
esta relacionado a problemas enddcrinos, cardiovasculares, hepaticos,
psicoldgicos e sexuais (Pope and Katz, 1994, Yesalis and Bahrke, 1995,
Evans, 2004, Shokri, Hemadi et al., 2014).

Com o intuito de intensificar o desempenho fisico, potencializar o ganho
de massa muscular, aumentar a forga e diminuir o tempo de recuperagao dos
musculos, usuarios de anabolizantes consomem excessivas doses deste
farmaco nas formas oral e injetavel, enfrentando varios efeitos nocivos ao
organismo. Este medicamento tem efeito benéfico nas fibras musculares dos
usuarios porque aumenta a sintese proteica, promove a retencido de
nitrogénio, inibe o catabolismo proteico e aumenta a reprodugao celular
destas fibras (Celotti and Negri Cesi, 1992, Kennedy and O'Sullivan, 1997,
Takahashi, Tatsugi et al., 2004).

No Brasil, a venda deste tipo de farmaco, segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é restrita e feita somente mediante
apresentacao de receita médica para diversos fins terapéuticos, onde estao
inseridos os tratamentos para algumas anemias, hipogonadismo em adultos,
alguns tipos de canceres e anabolismo proteico (Snyder, 1984). Embora com
a venda controlada a compra de anabolizantes mais que dobrou em um
periodo de 5 anos, em 2009 vendeu 113.016 caixas e em 2014 passou a

vender, 294.205 caixas, lembrando que estes sado dados oficiais e ligados ao
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Sistema Nacional de Gerenciamento de Produtos Controlados (SNGPC), mas
em sua maioria os esteroides sao obtidos de forma clandestina e ilegal (Silva,
Maranhao Neto et al., 2017).

A venda ilicita de EAAs é dificil de ser controlada e na maioria das vezes
acontece dentro da propria academia, instituicdo que deveria promover a
saude de seus frequentadores. Outro motivo que dificulta o controle do
consumo dos EAAs ¢é a livre comercializagdo em paises fronteirigos como o
Paraguai, o que facilita a entrada ilegal desta medicamento no Brasil (Ames
and Souza, 2012, Moraes, 2015).

Contudo, mesmo com programas governamentais antianabolizantes,
advertindo sobre os efeitos e riscos do uso dos esteroides, em academias
esportivas, o uso continua indiscriminado (Gronbladh, Johansson et al., 2013).
A ideia de corpo saudavel mediante o uso de EAAs é superficial, levando em
consideragdo a cascata de reacbes adversas e efeitos colaterais que
ocasionam o emprego indevido destas substancias (Magnusson, Hanell et al.,
2009). Os diversos efeitos colaterais, diante do uso desta medicagao, estédo
comprovados em varios estudos, entre eles os mais comuns estao:
androgenizagdo (aumento de caracteristicas masculinas, tais como voz
grossa, pelos pelo corpo, aumento de libido, entre outros), atrofia testicular,
cancer de prostata, retencido de liquidos, acne, alteragdes do humor e
ginecomastia  (Parkinson and Evans, 2006, Melnik, Jansen et al., 2007,
Ahmed, 2015).

Os testiculos sao as gbnadas masculinas responsaveis pela producao dos
espermatozoides, porém a maturacao e a motilidade, capacidades essenciais
para que essas células realizarem a fecundacao, acontecem nos epididimos
(de Kretser, 1979, Ban, Komatsu et al., 1995, Burns, 2007, Ellis and
Mahadevan, 2014). As avaliagbes dos testiculos, bem como o das células
exclusivas deste érgao como € o caso das células de Leydig e Sertoli, dos
epididimos e de outros 6rgaos reprodutores revelam muito sobre a saude
sexual dos machos (Tyl, 2002). Por sua vez, as células de Leydig tem como
principal fungdo a producgéo de testosterona e seus derivados, enquanto as
células de Sertoli servem principalmente, como apoio e fonte de nutrigao para

as fases iniciais dos espermatozoides (Gwatkin, 1993).
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Diversos estudos relatam o tratamento com EAAs em animais simulando
os efeitos deste medicamento no comportamento e no organismo dos
usuarios humanos (Shokri, Hemadi et al., 2014), como por exemplo, os
estudos experimentais de Kim et al. (2014) e Clark et al. (1997) que
demostram comprometimento do comportamento sexual e emocional pelo uso
de anabolizantes, tornando os usuarios mais agressivos e com disfung¢des
sexuais, deixando em evidéncia que estes comportamentos agressivos
podem ser controlados. Ainda, segundo Shokri et al. (2014), o uso
suprafisiolégico do decanoato de nandrolona, pode estar relacionado ao
aumento de danos no DNA dos espermatozoides, diminuindo a qualidade
espermatica e reduzindo o numero de fémeas prenhes. Outro estudo,
realizado em ratos, aponta que o uso de EAAs esta associado a uma
diminuicdo do volume, fungdo e quantidade de células de Leydig, que pode
ser associada a diminuigcdo de Horménio Luteinizante — Luteinizing Hormone
(LH) ocasionada pelo uso de EAAs (Feinberg, Lumia et al., 1997). Os estudos
apontam que na dose correta este tipo de medicacao possui efeitos benéficos
e ajudam no tratamento de varias doengas, porém, 0 excesso has dosagens
e uso sem necessidade acarretam em diversos problemas fisicos e
emocionais (1999, Vargas, Oliveira et al., 2013).

Diante do exposto, este estudo tem como finalidade avaliar os efeitos
toxicolégicos nos principais érgaos reprodutores, na qualidade espermatica e
na fertiidade de ratos Wistar expostos aos EAAs. Analisa ainda, se os
possiveis efeitos causados pelo uso de anabolizantes sdo recuperados apos
pausa no tratamento de 70 dias, buscando fornecer dados que acrescentem
a literatura cientifica atual, mostrando as adversidades da utilizagao deste tipo

de medicamento, para evitar o uso desnecessario dos EAAs.

Il - REVISAO DE LITERATURA

1- Testosterona

Os horménios sao substancias quimicas que, em sua maioria, circulam na
corrente sanguinea e que sao secretadas por células e 6rgaos, com fungao de

produzir efeitos fisioldgicos reguladores em tecidos-alvos (Cunha, Cunha et al.,
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2004). Estes podem ser classificados quanto suas propriedades quimicas em
peptidicos e proteicos, derivados de aminoacidos ou esteroides, bem como
quanto a sua sintese e armazenagem, solubilidades, receptores e mecanismos
de acdo. Os hormoénios esteroides sdo complexas cadeias lipidicas, tendo o
colesterol como precursor e podem ser exemplificados pela progesterona,
cortisol, testosterona, progesterona, entre outros (Schanzer, 1996, Gronbladh,
Johansson et al., 2013).

Esteroides androgénicos (do grego “andro”, significa macho ou homem) é
o termo utilizado para os hormdnios sexuais masculinos, que tem duas principais
fungdes: fungdes androgénicas, ligadas a reprodugdo e caracterizagao
masculina, como o crescimento do pénis, espagamento das cordas vocais,
aumento da libido, aumento da secrec¢ao nas glandulas sebaceas, aumento de
pelos no rosto e no corpo e padrao masculino dos pelos pubianos; e as funcdes
anabdlicas, aumento de massa muscular esquelética, aumento na concentragao
da hemoglobina, aumento do hematdcrito, aumento na retengcéo de nitrogénio,
reducdo dos estoques de gordura corporal e aumento da disposi¢cao de calcio
nos ossos (Ghaphery, 1995, Schiffer, Arlt et al., 2018).

OH

Testosterona

Figura 1 — Molécula de Testosterona (Schanzer, 1996).

A testosterona (Figura 1) e a diidrotestosterona sdo os principais
esteroides androgénicos, sendo que o segundo € sintetizado a partir do primeiro
e sao os hormoénios tipicos masculinos mais biologicamente ativos, sendo que a
diidrotestosterona é o mais potente androgénico natural (Goodale, Sadhu et al.,
2017). A testosterona é produzida, cerca de 95%, pelas células de Leydig nos

testiculos. Quando a concentragdo deste horménio esta baixa e isto é
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reconhecido pelo hipotalamo, o horménio de liberagdo de gonadotrofinas
hipotalamico - gonadotropin-releasing hormone (GnRH) é secretado. Este
horménio age na hipodfise e estimula a liberagao do horménio foliculo estimulante
— follicle stimulating hormone (FSH) do horménio luteinizante - luteinizing
hormone (LH), sendo que o primeiro estimula as células de Sertoli na realizagao
da gametogénese e o segundo, que em machos pode ser chamado de horménio
estimulador da célula intersticial — interstitial cell stimulating hormone (ICSH),
estimula as células de Leydig a secretar os horménios enddégenos masculinos.
Esta sucessdo de eventos acontece no chamado eixo hipotalamo-hipofise
testicular, por causa dos 6rgaos envolvidos no processo (Figura 2). A
testosterona também €& produzida no cértex das glandulas adrenais em ambos
0s sexos, controlado pela acédo da corticotropina. Nas fémeas, este hormdnio é
produzido pelos ovarios, obviamente em quantidade bem inferior do que nos
testiculos (Silva, Danielski et al., 2002, Cunha, Cunha et al., 2004).

Testosterona § Inibe produgdo de FSH, LH e
onsequéncia de

Feedback
egativo

:l Y
ot | S
/A Y
( Liberagdo de

| Gametogénese |

\ /\ testosterona ' = 3
estosterona
Sé‘tolt b \ Levd/ig

Figura 2 — Esquema para producgao de testosterona.

Na circulagdo, somente 1-2% das moléculas de testosterona sé&o
encontradas livres, a maior parte deste hormdnio circulante esta ligado a

proteinas plasmaticas (proteina ligante do hormdnio sexual, albumina e outras
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proteinas plasmaticas), que tem a funcdo de transportar a testosterona até a
célula-alvo (Wilson, 1988, Goodale, Sadhu et al., 2017). Apés a chegada na
célula, a proteina transportadora se desliga do horménio e a testosterona
atravessa com facilidade pela membrana plasmatica, devido sua caracteristica
lipossoluvel. No interior da célula, ligam-se a receptores androgenos citosoélicos
e se deslocam para o nucleo, onde o complexo horménio-receptor se liga ao
DNA nuclear na regiao elemento de resposta ao horménio e acontece a

transcrigdo ou repressao de alguns genes (Higgins and Gehring, 1978).

2 - Esteroides Anabdlicos Androgénicos

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAAs), segundo alguns autores,
incluem a testosterona, seus derivados enddgenos e suas formas sintéticas.
Entretanto, de acordo com outros pesquisadores, este termo esta relacionado
somente as formas sintéticas desta substancia, também conhecidos
popularmente como anabolizantes ou “bombas”, ja que essas drogas possuem
funcdo anabdlica superior a fungdo androgénica (Hoberman and Yesalis, 1995,
Goldberg, MacKinnon et al., 2000, Kam and Yarrow, 2005, Drobnis and Nangia,
2017).

Os EAAs sao formas sintéticas de hormdnios andrégenos como a
testosterona e sdo produzidas a partir desta molécula e de seus derivados, com
modificagdes na estrutura molecular, como observamos na Figura 3 (Barone,
Pitruzzella et al., 2017). Os primeiros anabolizantes foram criados em 1935 e
eram conhecidos pelos nomes de metiltestosterona, mestanolona e metrandiol,

através da metilacdo do C17 da molécula de testosterona (Shahidi, 2001).

esterificagdo

composto de 19-nometil o OH

s 17 -metilagdo
1-metilagdo

1,2-desidrogenacio

2-algquilagdo

Figura 3 - Possiveis modificagdes na molécula de testosterona, Dornas (2008).
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Os EAAs foram criados para auxiliar na terapia clinica, e atualmente séo
utilizados em casos de deficiéncia natural de andrégenos (hipogonadismo,
micropénis neonatal, crescimento e puberdade atrasadas, etc.), na recuperagao
de cirurgias e atrofias musculares, nos tratamentos de cancer de mama, anemia,
sarcopenia em pacientes aidéticos e osteoporose (Schanzer, 1996, Silva,
Danielski et al., 2002, Dornelles, Bueno et al., 2017).

Os EAAs agem no organismo, produzindo efeitos hipertréficos, através da
ligacéo dessa substéncia aos receptores androgénicos, promovendo um balango
positivo nitrogenado, ou seja, um aumento na sintese e diminuicdo da
degradacao de proteinas. Eles ainda podem ativar as células satélites o que
acarreta no aumento do mionucleo e alargamento do didmetro das fibras
musculares esqueléticas. Além de inibir a agédo catabdlica (diminuicdo de massa
magra) dos glicocorticoides, os EEAs competem pelos seus receptores, o que
aumenta a reserva de glicogénio e a preservagao da massa magra. Além disso,
seus efeitos psicolégicos auxiliam na performance do treino, através da
diminuicdo da sensacgao de cansaco e aumento da capacidade de recuperacao
dos musculos (Higgins and Gehring, 1978, Rocha, 2007, Rubinow, 2017).

No entanto, o uso de EAAs, apesar de alguns efeitos colaterais conhecidos,
ganhou destaque e continua em alta prevaléncia entre atletas profissionais e
amadores, 0 que causa extrema preocupagao na saude publica (Sjoqvist, Garle
et al.,, 2008). Entre os efeitos adversos estdo a ginecomastia (em homens),
aumento de doencgas renais, hepaticas e vasculares, depressdo, aumento da
agressividade, diminuicdo das fungbes cognitivas e masculinizagdo (em
mulheres), porém esses efeitos possiveis parecem nao preocupar 0s usuarios
de anabolizantes (Pope and Katz, 1994, Takahashi, Tatsugi et al., 2004, Angell,
Chester et al., 2012, Busardo, Frati et al., 2015).

Estudos com dados epidemiologicos, mostram que nos EUA de 3 - 3,5
milhdes de americanos sao usuarios deste tipo de medicamento, sendo mais
comum em homens jovens, na adolescéncia (Bahrke, Yesalis et al., 2000, Shokri,
Hemadi et al., 2014, Kantarci, Punduk et al., 2017). Estudos no Brasil, apesar de
escassos com essa finalidade, mostram resultados de que cerca 2% dos jovens
em idade escolar ja fizeram uso de anabolizantes e ainda que elevadas

porcentagens de frequentadores de academia admitem fazer uso dos EAAs ,
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numeros que ficam entre 11,1 e 24% (Silva and Moreau, 2003, Silva, Machado
Junior et al., 2007, Iriart, Chaves et al., 2009).

A administragdo desses hormoénios sintéticos e realizado por doses
suprafisiolégicas (10-100 vezes) bem maiores que as doses terapéuticas e
podem ser administrados de forma isolada ou em associacdo em tratamentos
conhecido popularmente como “ciclos” (Clark, Harrold et al., 1997, Kuhn, 2002).
Os ciclos costumam variar de 4 a 14 semanas, podendo ser diario ou semanal e
via intramuscular ou oral, dependendo da droga e podem ser repetidos varias
vezes alternando-se as drogas (Silva, Danielski et al., 2002, Santos, Mendonga
et al., 2006).

Entre as EAAs mais utilizadas estdo a decanoato de nandrolona,
fenilpropionato de nandrolona, cipionato de testosterona e o estanozolol, que sao
anabolizantes injetaveis e a oximetolona, oxandrolona e estanozolol, com
tratamento por via oral (Schanzer, 1996, Fink, Schoenfeld et al., 2018, Ganesan
and Pellegrini, 2018).

2.1 - Decanoato de nandrolona

A nandrolona enddgena, que circula normalmente na corrente sanguinea,
tem estrutura quimica e funcionalidade parecidas com a testosterona, porém tem
efeitos anabdlicos 10 vezes mais fortes que o horménio endégeno masculino. E
produzida como bioproduto de reacdes bioquimicas e seu principal metabdlito é
a norandrosterona. Sua forma comercial & a decanoato esterificado, conhecido
como decanoato de nandrolona (DN) ou 17B-hidroxi-19-nor-4-androsten-3-um
(Figura4). O DN é utilizado em varios tratamentos clinicos, como em queimados,
varias formas de anemias, pacientes com doencas debilitarias (HIV) e
osteoporose (Ahmed, 2015, Busardo, Frati et al., 2015, Min and Lee, 2018). No
entanto, € uma medicacdo famosa entre jovens e adultos pelos efeitos
anabdlicos que ela possibilita, sendo uma dos EAAs mais utilizados no mundo,
sendo um liquido viscoso e injetavel por via intramuscular (Cunha, Cunha et al.,
2004).
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Figura 4 — Molécula de decanoato de nandrolona, Schanzer (1996).

2.2 — Estanozolol

O estanozolol (também conhecido comercialmente como Winstrol) é
derivado da diidrotestosterona ndo aromatizado e deriva da a-alquilagado do C17
(Figura 5) (Wilson, 1988). Seus metabdlitos mais comuns sdo o 3'-
hidroxiestanozolol, 4-B-hidroxiestanozolol e 16-B- hidroxiestanozol (Tsitsimpikou,
Chrisostomou et al., 2011, Kioukia-Fougia, Georgiadis et al., 2017). Pode ser
encontrado nas formas de uso oral e injetavel intramuscular e € um dos mais
utilizados EAAs, muito conhecido por jovens e adultos com a intencdo de
melhorar sua performance e aparéncia fisica que apostam em esteroides
androgénicos com elevada atividade anabdlica e efeitos androgénicos minimos
(Ozcagli, Kara et al., 2018). Clinicamente é utilizado nos tratamentos de
sarcopenia, osteoporose, perda muscular e artrite reumatoide, seus principais
efeitos sdo seu potencial em influenciar a estruturagdo de massa magra,
reparacgao tecidual, a fibrindlise, a sintese de colageno e o metabolismo 6sseo,

devido a sua atividade anabdlica (Castro Martins, Peffers et al., 2018).
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Figura 5 — Molécula de Estanozolol, Schanzer (1996).
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2.3 - Oximetolona

A oximetolona ou 173-hidroxi-2-hidroximetileno-17a-metil-5a-androstan-3-
um (Figura 6), derivado da testosterona, € um dos anabolizantes mais utilizados
pelos usuarios de EAAs, ja que seu tratamento € por via oral e tem como
metabolitos principais o 2¢-hidroximetil-17a-metil-173-hidroxi-5a-androstan-3-
um e o 2¢-hidroximetil-17ametil-5a-androstan-3a,17B-diol (Adhikary and
Harkness, 1971, MacDonald, Sykes et al., 1973, Zahmatkesh, Najafi et al., 2014).
Este andrégeno, tem como principal fungéo a estimulagdo de hematopoiese na
medula 6ssea e é muito utilizado no tratamento de anemias, hipogonadismo,
puberdade retardada, cancer de mama, leucemia, em pacientes com HIV,
queimados, fraturas severas e recuperacao de cirurgias (Khan, Bibi et al., 2012,
Zhang, Benedetti et al., 2015). E um anabolizante perigoso pela sua alta taxa
hepatotoxica e sua carcinogenicidade esta sendo estudada, devido pacientes
tratados a longo prazo com essa medicagao apresentarem cancer no figado
(1999).

Oximetolona

Figura 6 — Molécula de oximetolona, Schanzer (1996).

3 — Testiculos

Os testiculos sdo gbénadas com fungdes exdcrina e enddcrina, neles sao
produzidos os gametas e horménios ligados ao sexo masculino (Russell, Ettlin
et al., 1993). E envolto externamente pela tunica albuginea, uma camada
espessa de tecido conjuntivo fibroso, que forma o mediastino testicular através
de septos que se projetam para parte interna do testiculo dividindo-o em Iébulos
(Figura 7). Este 6rgao pode ser dividido em dois compartimentos, o germinativo
(tubular) e o intersticial, de acordo com sua funcionalidade (Fawcett, Neaves et
al., 1973, Russell, Ren et al., 1990).



20

Ducto deferente

Tibulo reto

Tubulo seminifero

Rede testis

3mina visceral

Tunica vaginal i

Laminz parietal
Tunica
albuginea

Yoappen & Stanton: Berme and Levy Physiology, 62h Editon,
Copyright © 2008 by Mosby, an mpnint of Elsevier, Inc. Al nghts reserved

Figura 7 — Anatomia do testiculo adaptado de Koeppen (2008)..

3.1 — Tubulos seminiferos

Os tubulos seminiferos constituem a maior parte do parénquima testicular
na maioria das espécies, sendo assim, indica a propor¢do da produgao
espermatica. Estes tubulos sdo algas contorcidas com duas extremidades
conectadas a rede testis através do tubulo reto e sdo formados por células de
Sertoli, células de linhagem germinativa (espermatogbnias, espermatécitos e
espermatides), que formam o epitélio seminifero e pelas células midides que
formam o tecido peritubular (Figura 8) (Gwatkin, 1993, Russell, Ettlin et al., 1993).
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Figura 8 — Tubulos seminiferos de testiculo de rato.

3.2 — Células de Sertoli

As células de Sertoli sdo células colunares, com nucleo grande e tripartido
e formato irregular, que estdo aderidas a membrana basal e se prolongam até
ao lumen do tubulo, unidas através de jung¢des oclusivas que resultam na divisdo
do epitélio em duas areas distintas (Figuras 9 e 10). O ambiente basal, abaixo
das juncdes das células, onde sdo encontradas as espermatogbnias e os
espermatdécitos primarios no inicio da préfase. O ambiente adluminal consiste
nos espermatocitos primarios que migram através da barreira hemato-testicular,
entram na fase de zigéteno e se desenvolvem em espermatdcitos secundarios,
e também é o ambiente que localizam as espermatides. Obtém-se assim locais
distintos, propiciando um ambiente isolado e imunoprivilegiado, o que € um fator
importante para o desenvolvimento da espermatogénese (Russell and Peterson,
1985, Costa, da Matta et al., 2011)
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Figura 9 — Representacdo das células germinativas, das fases da
espermatogénese e da barreira hemato-testicular em tubulo seminifero.
Adaptado de O'Donnell, Stanton et al. (2000) .

As células de Sertoli tem como funcao de fagocitar células em degeneragéao
na espermatogénese, dao suporte e nutrem as células germinativas, secretam
proteinas ligantes de andrégeno e promovem a comunicagao célula-célula o que
garante a sincronia na espermatogénese (Russell, Ettlin et al., 1993, Monsees,
Franz et al., 2000).
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Figura 10 — Células de Sertoli em tubulos seminiferos de testiculo de rato

apontadas pelas setas.
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3.3 — Células de Leydig

No compartimento intersticial, entre os tubulos seminiferos, estdo as
células de Leydig que sao as células mais abundantes neste ambiente e exercem
a funcdo endocrina nos testiculos (Figura 11). Essas células sdo grandes,
poliédricas, tém o nucleo arredondado, nucléolo proeminente, possuem
goticulas de lipidios em seu citoplasma e sao ricas em reticulo endoplasmatico
liso e mitocbndrias com cristas tubulares (Russell, Ren et al., 1990, Dong, 2017).
As células de Leydig surgem nos testiculos ainda no embrido e podem ser de
duas geragdes diferentes em ratos: fetal e adulta. Em humanos pode ser definido
um tipo intermediario, a geragao neonatal. A célula de Leydig fetal, age até 3
meses apos 0 nascimento e produz androgenos responsaveis pela
masculinizacdo do feto. Ja a célula de Leydig adulta, é a responsavel pela
producdo da testosterona, sendo a principal secretora deste horménio em
machos, sendo que a sintese de testosterona, depende da ligagédo de LH aos
receptores que estdo na superficie das células de Leydig (Ge, Chen et al., 2008,

Zirkin and Papadopoulos, 2018).
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Figura 11 — Células de Leydig em testiculos de ratos apontadas pelas

setas.
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3.4 - Espermatogénese
A espermatogénese é um processo fisiolégico que ocorre dentro dos
tubulos seminais e consiste na produgédo de espermatozoides haploides a partir

de células germinativas primitivas diploides (de Kretser, Loveland et al., 1998).
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Figura 12 — Fases do ciclo espermatogénico, onde pode se observar as
células germinativas em suas trés fases, espermatogdnia, espermatocito e
espermatide. Adaptado de Meistrich & Hess (2013).

Este processo € dividido em trés fases: proliferativa, meiotica e
espermiogénese. Na primeira fase, a proliferativa, espermatogbnias sofrem
varias e sucessivas mitoses dando origem as espermatogdnias dos tipos A e B,
sendo que a primeira continua a se dividir e a segunda se diferencia em
espermatécito primario. Na segunda fase, através de uma meiose, séo
originados os espermatoécitos secundarios e a espermatides. Na ultima fase,
conhecida como espermiogénese (Figura 12), ndo ocorre divisao celular, mas
mudangas estruturais nas espermatides (Russell, Ren et al., 1990, de Kretser,
Loveland et al., 1998).

3.5 — Espermatozoides

Os espermatozoides sao o ultimo estagio de maturacéo dos espermataocitos.
Sao células haploides masculinas altamente especializadas, chamados de
gametas, com a fungao de fertilizar o ovdcito (gameta feminino), para dar origem
a outro individuo. Consiste em trés partes: Cabeca, peca intermediaria e a cauda
ou flagelo (Phillips, 1972).
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Figura 13 — Anatomia do espermatozoide. Adaptado de imagem da internet
(https://www.dreamstime.com/stock-illustration-structure-sperm-cell-vector-
image84822770)

Na cabeca dos espermatozoides esta localizado o nucleo haploide, com a
cromatina compactada e o acrossomo, que € uma estrutura derivada do
complexo golgiense e formado principalmente por enzimas que desempenham
fungdes essenciais para a penetragdo no ovocito (Figura 13) (Leuchtenberger
and Schrader, 1950, Mrsny and Meizel, 1981).

Na pecga intermediaria, sdo encontradas mitocéndrias em abundancia,
dispostas em hélice, responsaveis pela produgao de energia, indispensavel para
a movimentacao do espermatozoide (Gage, 1998).

A cauda ou flagelo, que comega na regido da pecga intermediaria, contem
nove pares de microtubulos periféricos € um par centralmente localizado. Esta
estrutura, utiliza o ATP formado pelas mitocondrias na peca intermediaria para
promover a locomogao dos espermatozoides em meio liquido (Phillips, 1972,
Gage, 1998).

4 - Epididimos

Os ductos eferentes sdo formados pela juncao dos tubulos seminiferos, e
por sua vez, os ductos eferentes se juntam, dando forma a um unico tubulo
altamente espiralado e longo, o que varia de acordo com a espécie, tendo 1m
em camundongos, 3m em ratos, 3 a 6m em humanos e até 80m em cavalos.
Chamado de epididimo (do grego, adjacente ao testiculo), este 6rgao se
encontra ao longo do testiculo pdstero-lateralmente por um mesentério delicado
(Robaire, Hinton et al., 2006, Ellis and Mahadevan, 2014, Jones and Lopez,


https://www.dreamstime.com/stock-illustration-structure-sperm-cell-vector-image84822770
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2014). E no epididimo onde ocorre a maturagdo, protecdo, transporte,
concentracgao, organizagcao de moléculas que auxiliam na interagdo com a zona
pelucida e ganho de motilidade nos espermatozoides, assim sendo, o
espermatozoide ganha a capacidade de fertilizar (Prasad and Rajalakshmi, 1976,
Fernandez, Porto et al., 2008, Elfgen, Mietens et al., 2018).

Figura 14 — Anatomia do epididimo e suas divisdes. Adaptado de Turner
(2008). Sendo que em A, as setas apontam o globus major (regido da cabeca),
pOssui esse nome por ser uma porgao mais expandida e o globus minor (regiao
da cauda), porcéo final e mais extreita dete érgédo. Em B, nota-se as trés partes
do epididimo, cabecga, corpo e cauda.

O epididimo de ratos é dividido em 3 partes: cabega, corpo e cauda (Figura
14). Na cabeca € a porgdo maior do 6rgao onde os vasos eferentes se
convergem formando um unico tubulo (corpo) e entéo esse ducto se alarga para
comecar a formar o ducto deferente (cauda). Alguns autores incluem o segmento
inicial, como uma quarta parte do epididimo (Robaire, Hinton et al., 2006, Burns,
2007).

As células presentes do epididimo sao: principais, apicais, estreitas, claras,
basais e halos. A célula principal € a mais comum e com funcédo de secretar
proteinas (assim como as células estreitas) e endocitar substancias. As células
apicais, pouco se sabe sobre suas funcdes, mas estudos recentes revelam que
pode ser relacionada a capacidade de endocitar substancias do Ilumen. As
células claras, sdo grandes e ativas, com fungao principal de endocitose e € mais

ativa nesta fungao que as outras células do epididimo. As células basais podem
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secretar oligoproteinas como também podem ser responsaveis como células
imunes e transportadoras de eletrdlitos. Ja as células halo, sdo as células imunes
primarias no epididimo (Prasad and Rajalakshmi, 1976, Robaire, Hinton et al.,
2006).

5 - 0O uso de EAAs e a reprodugao masculina

Os efeitos devastadores do uso de EAAs sdo bem descritos em artigos
cientificos, quando trata-se de riscos cardiovasculares, hepaticos, renais e até
mesmo neurologicos (Angell, Chester et al., 2012, Kim and Wood, 2014, Busardo,
Frati et al., 2015, Dornelles, Bueno et al., 2017, Goodale, Sadhu et al., 2017).
Entretanto, quando o assunto € a toxicologia reprodutiva, a literatura mostra
publicacdes relacionadas a relatos clinicos em humanos e pouco se sabe sobre
a experimentagao animal e quais s&o os reais efeitos do uso dessas drogas nos
orgaos relacionados a reprodu¢ao masculina (Zahmatkesh, Najafi et al., 2014).
Sabe-se ainda que muitos usuarios de EAAs, desacreditam que os efeitos
colaterais sejam verdadeiros ou ainda que eles ndo sejam permanentes (Santos,
Mendonga et al., 2006).

Entretanto, alguns estudos experimentais comprovam que o uso de alguns
EAAs podem estar ligados ao dano do DNA em espermatozoides, pode afetar a
sintese de LH comprometendo a sintese de testosterona e a espermatogénese
e ainda que aumentam a probabilidade de apoptose em células
espermatogénicas, motivos que poderiam causar a infertiidade masculina
(Pelletier, 1970, Shokri, Aitken et al., 2010, Shokri, Hemadi et al., 2014).
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Il - JUSTIFICATIVA

O uso de esteroides anabdlicos androgénico estd aumentando
exacerbadamente. Os usuarios destes medicamentos para fins estéticos se
importam somente com o resultado estético e esquecem dos efeitos colaterais
causados pelo abuso e exagero nas doses dos anabolizantes. Porém é
necessario elucidar qual é o real impacto causado pelos EAAs no sistema
reprodutor masculino, da mesma forma, demonstrar se esses efeitos persistem
ou sdo passageiros, e ainda, se diferentes drogas tem o mesmo efeito nos

orgéos ligados a reprodugao nos machos.
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IV - OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a possivel toxicidade dos esteroides anabodlicos androgénicos

decanoato de nandrolona, estanozolol e oximetolona, sobre parametros

reprodutivos de ratos Wistar machos adultos.

Para o alcance desse objetivo, os seguintes parametros foram avaliados

nos animais dos diferentes grupos experimentais:

peso final do corpo e de 6rgao reprodutores;

qualidade espermatica, através da estimagéo da contagem, morfologia e
motilidade dos espermatozoides;

concentracdo dos horménios LH, FSH, progesterona, testosterona e
testosterona intratesticular;

fertilidade apds procedimento de inseminagao artificial, método mais
sensivel por permitir que uma quantidade semelhante de
espermatozoides seja inserida em cada corno uterino das ratas;

Ainda, reavaliar alguns parametros, caso sejam alterados na primeira

analise, para demonstrar se essas alteragbes sao recuperadas na avaliagao

tardia, apos pausa no tratamento de 70 dias.
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V- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e suas discussdes serdao apresentados na forma de trés

capitulos que poderao formar a base para trés artigos a serem publicados.
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ABSTRACT

The use of anabolic-androgenic steroids (AAS) is on the rise and the clinical use
of these substances is very important. Although these medications cause several
side effects, their use is increasing among athletes and amateurs. The
oxymetholone (OXY) is among the most used AAS because it can be taken orally,
even though it can be hepatotoxic, as has been assessed in studies. Objective:
The present study aimed to evaluate the reproductive toxicology of OXY in male
Wistar rats as well as the possible reversibility of alterations after a rest period.
Methods: In this study was used 52 male rats and 30 female rats. In the first
experiment, 31 male rats and 30 female rats were employed. 21 male rats were
divided into 3 groups (n=7): control group (CO) treated with saline solution; rats
treated with 5mg/kg of OXY (O5); and rats treated with 10mg/kg of OXY (O10).
Groups O5 e 010 were treated with OXY diluted in saline solution. After 40 days,
animals were euthanized their body and reproductive organs were weighed and
analyzed, Sperm quality and hormonal measurements were also evaluated.
Moreover, 10 male rats and 30 female rats were used for an intrauterine artificial
insemination technique. In a second experiment, 21 male rats were divided into
the same three groups as in the first experiment and were treated for 40 days
and rested for an extra 70 days. They were then tested for reversibility. Results:
Experiment 1: Only the seminal gland with fluid in both experimental groups and
the seminal gland without fluid in O5 had reduced weight. FSH, LH and
intratesticular testosterone demonstrated lower levels for the treated animals. A
lower sperm number was observed in the group exposed to the highest dose of
OXY. Also, in O10 there was an increase of immobile spermatozoa. In Experiment
2 (reversibility) the circulating hormone level of progesterone was reduced. The
010 group has shown to have a decreased spermatid count in the testis as well
as in daily sperm production. In the epididymis there was a reduction in the
number of gametes in O10. Conclusion: The results present some evidence that
the use of oxymetholone impairs sperm quality and that the use of this AAS can
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unbalance the levels of hormones analyzed and other deleterious effects
diminished 70 days after the end of the treatment.

Keywords: Toxicology, anabolic-androgenic steroids, testicles, hormones,
male reproduction

INTRODUCTION

Synthetic hormones derived from testosterone are known as androgenic-
anabolic steroids (AASs) (Carlini, 2007, Kim and Wood, 2014). They assist in the
clinical treatment of various diseases such as anemia, debilitating diseases,
cachexia, HIV carriers, some cancers, osteoporosis and hypogonadism (Snyder,
1984, Haupt, 1993). The users of AAS seem unaware or do not care about the
various side effects caused by the indiscriminate use of this type of medication,
ranging from gynecomastia, acne, masculinization (in women), to liver cancer
(Yesalis and Bahrke, 1995, Evans, 2004, Shokri, Hemadi et al., 2014).

Oxymetholone is a synthetic hormone most commonly used in the treatment
of aplastic anemias due to its property of hematopoiesis stimulation that can
increase red blood cell counts by 50 to 70% in patients with this type of anemia
(Zahmatkesh, Najafi et al., 2014, Zhang, Benedetti et al., 2015). It is one of the
most frequently used AAS since it is taken orally and is common among the
younger trainees who are the most fearful of intramuscular injections (Silva,
Danielski et al., 2002, Silva and Moreau, 2003).

The use of anabolic agents in Brazil is restricted and is only authorized by
medical prescription. However it can be obtained, considering the ease of
marketing in bordering countries, such as Paraguay, for example, where the trade
of this type of medication does not have appropriate control, and even by some
Brazilian pharmacies which manage to corrupt the inspection that should limit the
use of the AAS, permitting the purchase of illegal steroids (Ames and Souza,
2012, Moraes, 2015).

Brazilian studies with epidemiological data on anabolic consumption are
scarce; however, regional research indicates that at least 2% of school-age
students have already used anabolic steroids, while in the United States of
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America, the value reported in scientific studies, is around 3% of youths (Evans,
2004, Iriart, Chaves et al., 2009, Venancio, Nobrega et al., 2010).

Experimental research is widely used in toxicological evaluation studies.
However, when it comes to anabolic substances and male reproduction, literature
is scarce (Ahmed, 2015). For oxymetholone, animal studies to assess
reproductive toxicity are very rare. What can be found are old studies with
humans, and these reveal that high doses of oxymetholone for long periods of
time may cause a decrease in circulating testosterone and hypothalamic
gonadotrophins, besides causing hepatic abnormalities resulting in liver tumors

(Harkness, Kilshaw et al., 1975, Sweeney and Evans, 1976).

Therefore, the aim of this study was to evaluate the impact on
reproduction, as well as sperm quality and fertility of males treated with
oxymetholone over a period of 40 days and to test the possible reversibility of the
same treatment period after a 70 day rest, taking into account the time necessary
to complete the spermatogenic cycle and the transit of the gametes through the

epididymis.

MATERIALS AND METHODS

Animals

52 male and 30 female Wistar rats (Rattus novergicus), 45 days old, were
provided by the Central Biotherium at the State University of Sdo Paulo (UNESP),
Botucatu/SP and maintained in the Small Mammal Biotherium of the Department
of Morphology at the Institute of Biosciences, Botucatu/SP. They were acclimated
for 30 days before beginning the experiment. Animals were maintained in
polypropylene cages (43cm x 30cm x 15¢cm) with autoclaved grade pine shavings
as bedding. They were maintained under controlled temperature (23+1°C) and
lighting conditions (12-h light/dark cycle). Commercial ration and water were
distributed ad libitum. The experiment protocol followed the Ethical Principles in
Animal Research of the Committee for Animal Experimentation and was
approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation (CEUA) of UNESP,
Botucatu/SP (protocol number 938).
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Experiment 1

21 male rats, 75 days old and weighing 250g were divided into 3 groups
(n=7): CO, control group receiving saline solution (vehicle) and the groups O5
and O10 treated with OXY diluted in saline solution, 5mg/kg and 10mg/kg
respectively. Rats were treated daily by gavage for a period of 40 days.

10 male rats were not treated but remained in the same conditions as the
other rats of this experiment. They were, subsequently, vasectomized to induce
the 30 female rats for the intrauterine artificial insemination technique. The
females were housed separately for 2 weeks before the experiment. This room

had a reversed light/dark cycle.

Experiment 2
21 male rats were used to repeat the first experiment during 40 days, after
which they remained 70 days without treatment (rest) to test the possibility of

reversibility of the alterations observed in the first experiment.

Euthanasia and sample destination
At the end of the treatment, animals were euthanized in a CO2 chamber,
followed by cardiac puncture. Whole blood was stored in serum collection tubes,

centrifuged, for later hormonal measurement.

The cauda region of the left epididymis was removed for the collection of
spermatozoa for the artificial insemination technique in utero, for sperm
morphology and then frozen at -20°C for determination of sperm count and sperm
transit time, together with the caput/corpus region of the left epididymis. The left
testicle of each rat was removed and weighed with a precision analytical balance,
decapsulated, centrifuged to obtain testicular fluid to determine the production of
intratesticular testosterone and subsequently frozen at -20°C to determine the
number of germ cells; the right testis and epididymis were used for
histopathological, morphometric data and determination of the dynamics of the
spermatogenic Kinetics.
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Collection of organs for histology, morphometry and dynamics of the

spermatogenic cycle

The right testis was removed had the tunica albuginea sectioned at the
poles, then was immersed in Bouin fixative solution, as described by Russell et
al. (1993); the epididymis was also removed and immersed in Bouin. These
organs were subsequently processed for inclusion in Paraplast and cut to a
thickness of 5um. The sections were stained with hematoxylin and eosin for

histopathological and morphometric analyses (Russell, Ettlin et al., 1993).

Histopathology of the testes

The histopathological examination was performed by analyzing 100
sections of the seminiferous tubules, observing the epithelium, the lumen content
and interstitium of the testicles and epididymis, so that possible morphological
lesions of these organs could be classified according to specific guidelines for
toxicological studies (Foley, 2001).

The tubules were considered abnormal in the presence of acidophilic cells,
multinucleated cells, retained spermatids, cell type degeneration, vacuolation of
the epithelium or exfoliation of cells in the lumen. The aspect of the testicular

interstitium was also quantitatively evaluated.

Morphometry of the testis

To evaluate the seminiferous tubule diameter and the germinative
epithelium thickness, ten sections of seminiferous tubules were examined per
animal from the control group and from the groups treated with anabolic steroid,
counting the cells in stage IX of spermatogenesis, when stage 19 spermatids
were already released from the germinal epithelium. For this purpose, a Leica
DMLB microscope, 200X magnification and a Leica Q-win software Version 3 for

WindowsTM image analyzer was used.

Spermatogenesis dynamics
In order to evaluate the dynamics of the spermatogenic process, the relative
frequency of the stages were estimated: I-VI (presence of two generations of

spermatids), VII-VIII (recognized by mature spermatids located at the edge of the
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lumen), IX-XIll (shows only one generation of spermatids), XIV (identified by
secondary spermatocytes) in 100 cross sections of seminiferous tubules per
animal, selecting the most regular and circular tubule sections. The relative
frequency of the stages determined the rhythm or duration of the spermatogenic

process.

Hormone measurements of testosterone, progesterone, FSH and LH and

intratesticular testosterone

Blood obtained by cardiac puncture was collected in a conical tube and then
centrifuged at 700 G for 20 minutes at 4°C, for serum separation, which was
frozen until employed in the hormonal tests (testosterone, progesterone,
luteinizing hormone and follicle-stimulating hormone) and the testicular fluid
obtained previously (intratesticular testosterone) were performed by the double
antibody radioimmunoassay technique at the Laboratory of Neuroendocrinology
of the College of Dentistry of Ribeirdo Preto, USP.

Calculation of daily sperm production by testis and counting the number and

transit time of spermatozoa in the epididymis

The right testicles, decapsulated and centrifuged, were frozen until
homogenized according to the method described by Robb et al. (1978) with the
following adaptations: the testicular parenchyma was defrosted and
homogenized in a mixture of NaCl (9g), Triton X100 (0.5ml) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo.) in two intervals of 15s, separated by a 30-second interval on
ice, then passed through a sonicator for 30 seconds. After a 10-fold dilution, one
sample was transferred to Neubauer chambers (5 fields per animal) and mature
spermatids were counted. To calculate the daily sperm production (DSP), the
number of spermatids in stage 19 was divided by 6.1, which is the number of
days of the cycle, during which these spermatids are present in the seminiferous
epithelium. Similarly, the caput/corpus and cauda of the epididymis were cut into
small fragments with scissors and homogenized following the same protocol for
the testis. The transit time of the sperm through the epididymis was determined

by dividing the number of spermatozoa in each portion by the DSP.
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Sperm Motility

Sperm from epididymal cauda was diluted in the HTF medium (human tubal
fluid) and used to assess sperm motility and then, for in utero artificial
insemination procedure. For this purpose, a 10uL aliquot was placed in a Makler
chamber (Irvine, Israel) and analyzed under light microscopy, 400 X
magnification. A total of 100 spermatozoa per animal were evaluated, classified
according to their motility as: Type A: motile, with progressive motility; type B:

motile, with non-progressive motility; type C: immotile.

Spermatic morphology

Spermatozoa were obtained from the same solution used for the artificial
insemination procedure in utero. For this, 100ul of the sperm solution was
transferred to 900ul of 10% formalin-saline solution. Smears were then made on
histological slides, which were allowed to air dry for 90 minutes and then
observed with a phase contrast microscope (magnification of 400x) (Seed,
Chapin et al., 1996). 200 sperm were analyzed per animal and the morphological
abnormalities found were classified into two categories: a) head abnormalities
(without characteristic curvature, pin-shaped, without curvature, isolated); b)

cauda abnormality (coiled, broken, folded, isolated) (Filler, 1993).

Artificial intrauterine insemination (Al) and fertility assessment

Females with pro-estrus induced 115 hours before the experiment (n=30),
were paired with males having sexual experience, previously vasectomized by
vas deferens cauterization. Females were used (n=10) with the intention of
cleaning the spermatic ducts by coitus with the vasectomized rats. Then, the
females receptive to the vasectomized rats were selected for the artificial
insemination technique in utero. Male rats from the treated and control groups
were placed in isolation and subjected to the sperm insemination procedure, as
described by Klinefelter et al., (1994) and Kempinas et al., (1998). Briefly, sperm
were obtained from the proximal cauda of the epididymis and transferred to 2 mL
of HTF (Human Tubal Fluid) at 34°C. After a 10-fold dilution, the spermatozoa
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were counted in a Neubauer's chamber and a volume containing 5 x 108
spermatozoa was injected in each uterine horn (Klinefelter, Laskey et al., 1994,
Kempinas, Suarez et al., 1998). When insemination with the sperm of one male
was completed, the abdominal musculature was sutured. Twenty days later, the
artificially inseminated females were sacrificed by narcosis in a CO2 chamber
followed by decapitation, to allow assessment and calculation of fertility and
reproductive performance parameters. After collection of the uterus and ovaries
the numbers of corpora lutea, implants and resorptions were determined. From
these results, the following parameters were calculated: fertility potential
(implantation efficiency): implantation sites / corpora lutea x 100, pre-implantation
loss rate: (number of corpora lutea - number of implants / number of corpora
lutea) x 100, and post-implantation loss rate: (hnumber of implants - number of live

fetuses) / number of implants x 100.

The Al was not performed in the second experiment, taking into account the
negative results obtained with this technique and the 3 Rs policy: Reduce, recycle

and reuse.

Statistical analysis

The results from different parameters among the experimental groups were
compared using ANOVA or Kruskal-Wallis with posteriori by Tukey or Dunnet test,
respectively, according with the characteristics of each variable. Differences were
considered significant when p<0.05. Statistical analyses were performed on
GraphPAd Prism (6.00).

RESULTS

Animals were weighed and then sacrificed; the reproductive organs were
weighed on a precision scale. Thus, it was observed that the final body weight

results were similar for all groups.

Reproductive organs had similar weights in all groups, except for the full

seminal vesicle in both groups. When analyzing the relative weights of the
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seminal vesicle, statistically significant difference was found in both groups with

the fluid-filled organ and in the empty organ in O5 (Table 1).

Results referring to the evaluation of the hormonal dosage show significant
reductions in the dosage of LH, FSH and intratesticular testosterone, highlighting
the first two hormones with p<0.001 (Figure 1).

In the testicular sperm count groups are in accordance considering the
values obtained (Table 2). In the epididymal sperm count, a significant reduction
of spermatozoa in the caput/corpus count was expressed in the group treated
with the highest dose (Table 2).

For sperm motility (Figure 2), which is an important factor to evaluate sperm
quality, there was a decrease in spermatozoa type A (motile, with progressive
movement) in group O10. On the other hand, gametes type B (motile, without
progressive movement) had homogeneous medians between the groups while
type C (immotile) presented a statistically relevant increase in rats treated with
the highest dose compared to the controls.

In sperm morphology, the numbers obtained showed symmetry of values in
the percentages of normal spermatozoa and in the head and cauda abnormalities,
as well as in the occurrence of a cytoplasmic droplet (Table 3).

Table 4 presents the results of laparotomy after artificial insemination in utero
and the results obtained did not reveal differences in the parameters evaluated
between treated animal groups and control group.

Results obtained by the histopathological evaluation, spermatogenic
dynamics and morphometry of the seminiferous tubes are shown in table 5 and,
as can be observed, there was only a significant increase in the O5 group in
relation to the control when the number of normal seminiferous tubules was
analyzed, without cellular alterations statistically significant (Figure 3). In the
morphometric analysis of the seminiferous tubules and dynamic
spermatogenesis there were no statistically significant differences.

The second experiment aimed to examine possible changes in the
reversibility after treatment with oxymetholone.
In table 6 it is possible to analyze body and organ weight after treatment

and rest for 70 days without the use of the medication and all organs connected
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to reproduction were observed to have homogeneous results when compared to
the control group.

In the hormonal concentration, reversibility showed that different from the
first treatment, there was a significant reduction of the progesterone levels in both
treatments, whereas in the other hormones, the results obtained demonstrate
small discrepancies, with no statistical significance (Figure 4).

In the testicular sperm count, the results demonstrate statistically significant
decreases in the number of mature spermatids and DPS in the group treated with
the highest dose, but these differences were not repeated when the testis weight
was taken into account, as can be seen in Table 7. In the same table, considering
the epididymal count, a reduction in the number of spermatozoa was evident in
the caput/corpus epididymis region, with considerable statistical significance.

Analysis of spermatic motility in the reversibility experiment, shown in Figure
5, shows that the values obtained were not different between types A and B
spermatozoa in either dosage tested, but in type C, a subtle increase can be
noted when compared with the control group, although this group was not
statistically different.

In histopathological evaluations, spermatogenic dynamics and
morphometry of the seminiferous tubules, no statistically significant changes

were observed, as shown in table 8.

DISCUSSION

Oxymetholone is an oral AAS and is considered very dangerous because of
its high hepatotoxicity and its association with the appearance of liver tumors
(1999). However, reproductive toxicity needs to be further investigated because
of the lack of studies for this purpose. This study was the first study to describe
the reversibility evaluation of the deleterious effects caused by the use of this
medication.

In order to evaluate reproductive toxicity, a parameter of great importance
that needs to be investigated is the final body weights and the reproductive
organs weights, so that any changes could be better understood (Clegg, 2001,
Tyl, 2002). In the present study, however, did not find differences between the

final weights of treated animals, which corroborates the work of Clark & Harrold
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(1997). Only the relative and absolute weights of the full seminal vesicles in both
groups and the relative weight of the empty vesicle were smaller when compared
to the control group. This fact could be explained the use of OXY can impair the
function of this gland causing the seminal gland to produce secretion unregulated
(Noda and lkawa, 2019). However, after the reversibility experiment, the weights
of these organs normalized, similar to the control group.

LH, FSH and intratesticular testosterone levels decreased, and it is
important to note that the statistical significance of the reduction of levels of LH
and intratesticular testosterone presented decreases with a value of p<0.001,
which may indicate that oxymetholone acts deregulating the hypothalamic-
pituitary-gonadal axis, but the level of serum testosterone was not been reduced
due to the availability of exogenous synthetic hormone (Drobnis and Nangia,
2017). In contrast, after reversibility, the hormonal levels of circulating and
intratesticular testosterone and hypothalamic gonadotrophins remained similar to
the control group; however, another steroid hormone, named progesterone, was
deregulated in the exposed groups. Progesterone molecule is the precursor of
testosterone molecule, and thus, with the elimination of treatment with synthetic
steroids, endogenous testosterone levels were normalized and a greater number
of progesterone molecules were required for this purpose, leading to a decrease
in the availability of this hormone (Matzkin, Yamashita et al., 2013).

After analysis of the results, the testicular sperm count was not lower in the
animals treated with Oximetolone. However, in the epididymal sperm count, at
the higher dosage, 010, a decrease in the number of spermatozoa was observed
for this organ, which could have been caused by the decrease in the sperm transit
time or possible involuntary ejaculation. Also, the reduction of sperm transit
through the epididymis could cause increased difficulties of motility,
morphological alterations and immature spermatozoa (Fernandez, Porto et al.,
2008), but sperm transit was not altered in OXY treated rats in this first experiment,
and the results found were similar to the findings of Zahmatkesh et al., (2014).
On the other hand, in the second experiment, we found a reduction of mature
spermatids in the testis and lower DSP for the highest dose, as well as a lower
number of spermatozoa in the head of the epididymis.

Despite the previous results, data obtained with sperm morphology showed

that there was no difference between normal sperm count (head and cauda
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abnormalities) and the presence of a cytoplasmic droplet in animals treated with
oxymetholone. Therefore, the delayed motility in the higher dose group is not
correlated with morphological defects (Ban, Komatsu et al., 1995). As several
anabolic steroids cause reduction of gonadotrophic hormones, and it was not
different with oxymetholone, it is possible that there is a decrease in sperm
motility and maturity, since these hormones are related to sperm development
(Zahmatkesh, Najafi et al., 2014, Zahmatkesh, Najafi et al., 2015). However, this
study only found reduced sperm motility. Furthermore, the second experiment
that evaluated the reversibility of deleterious effects of this medication showed
that both morphology and sperm motility did not present changes when compared
to the control group, after 70 days without treatment.

The fertility test after artificial intrauterine insemination, an important
parameter of sperm fertilization conditions and correlated with the morphological
and motor abilities of male gametes (Fernandez, Fernandes et al., 2017),
demonstrated no difference between the treated and the control groups. This was
investigated because an in vitro study has shown that oxymetholone may cause
a significant reduction in fertilization rate (Zahmatkesh, Najafi et al., 2015).

According to several studies, the histopathological analyses revealed
problems in spermatozoa production caused by the lack of testosterone, which is
generally linked to problems in Leydig cells, or disorders linked to Sertoli cells,
considered the cells responsible for nourishing, supporting and phagocytizing
degenerating cells during spermatogenesis (O'Shaughnessy, Morris et al., 2009,
Campion, Catlin et al., 2012, Oda and El-Ashmawy, 2012). However, in the
present study no increase in the number of acidophilic cells and vacuolations
were observed; this is noteworthy since their occurrence might have indicated
cell death of germ cells.

The seminiferous tubules are where spermatogenesis occur. Changes in
both diameter and height of the germinal epithelium could indicate possible
toxicological actions in seminiferous tubules, causing reproductive impairment for
male genital system. Also correlated with the seminiferous tubules, the
compromised spermatogenesis can be indicated with changes in
spermatogenesis kinetics, which may also justify deficiencies in the spermatic
structures (Hess and Renato de Franca, 2008, Creasy, Bube et al., 2012, Keihani,
Martin et al., 2018).
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However, our results do not demonstrate alterations in morphology and in
spermatogenesis kinetics for oxymetholone treated rats in both experiments. This
corroborates with the similar measurements of testicle weights found for all
groups, since changes in the structure of the seminiferous tubules could cause
alterations in organ weights. The findings differ from those of Cunningham &
Huckins (1979), that reported diminished tubule diameters and testis weight, in
rats treated with another synthetic steroid, testosterone propionate, which is

another type of AAS.

CONCLUSION

In summary, the results showed that oxymetholone impaired sperm quality,
male reproductive system, and deregulate the hypothalamic-pituitary-gonadal
axis after the period of exposure to the drug, however; the recovering time was
important to attenuate the reproductive adverse effects provoked by the exposure

to the oxymetholone in the male rats.
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Figure 1- Hormonal serum concentrations. Test of variance analysis - ANOVA
with Dunnet a posteriori test, *p < 0.05, ***p < 0.001.
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Figure 2. Sperm motility. Values expressed as median (1st quartile - 3rd quartile),
*p < 0.05. Kruskall-Wallis test with Dunnet a posteriori test.
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Figure 3. Photomicrographs of testicular sections from the experimental
groups treated with oxymetholone (Experiment 1). Note that B is in stage
XIV, while D is in stage IX-XIll and F is in stage I-VI.
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Figure 5 — Sperm motility of the reversibility experiment. Values expressed as
median (1st quartile - 3rd quartile), p= 0.05. Kruskall-Wallis test with Dunnet a
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Table 1. Final body weight and reproductive organ weight.

Parameters (o]0 05 010
Final weight (g) 441.10+13.78 456.90+13.82 440.40+10.83

Ventral prostate (mg) 453.80+£75.58 495.00+39.28 502.90+17.63

Relative ventral
prostate (mg/100g)

Full seminal vesicle (g) 1.23+0.07 0.77+0.11* 0.75+0.12*

Full relative seminal
vesicle (mg/100g)
Empty seminal vesicle

102.20+16.60 108.00+7.00 114.50+4.39

279.00+13.54 169.10£23.96™* 169.10+£25.27**

531.20+50.77  390.80+56.17  404.20+38.36

(mg)

Empty seminal vesicle  ;,45),1046 8558:10.71*  91.26+7.28
(mg/100g)

Epididymis (mg) 668.20+10.79 653.60+24.08  609.30+20.00
Epididymis (mg/100g) 152.60+6.35  143.40+5.13  139.10+6.70
Testis (g) 1.75+0.04 1.81+0.05 1.71+0.06
Relative testis 309.0+12.48  399.80+1541  392.10+£19.81
(mg/1009)

Values expressed as mean * standard error of the mean, *p<0.05, **p<0.01. Test
of variance analysis - ANOVA with Dunnet a posteriori test.



Table 2. Sperm count and sperm transit time.
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Parameters

co

o5

010

Testicular sperm count
Mature Spermatids

(x10%/testis)

Mature Spermatids

(x10%/gltestis)

Spermatic production
(x10%/testis/ daily)
Spermatic production
(x10%/testis/g/ daily)

Epididymal sperm count

Caput/corpus

Number of spermatozoa

(x10%organ)

Sperm transit time (days)

Cauda

N° of spermatozoa

(x10%organ)

Sperm transit time (days)

231.20+£16.39

158.60+10.46

37.90+2.68

26.00+1.71

148.70+8.81

4.13+0.51

211.60£10.69

6.75+0.67

193.40+£31.27

106.00+23.01

31.70+5.12

17.38+£3.77

123.00+11.97

4.81+£1.10

134.80+26.24

6.21+1.30

225.50£22.10
157.10+14.51
36.97+3.62

25.75+2.37

97.31£10.99**

2.76+0.37

153.60+28.04

5,47+1.18

Values expressed as mean = standard error of the mean, **p < 0.01. Test of
variance analysis - ANOVA with Dunnet a posteriori test.



Table 3. Spermatic morphology
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Parameters

o5 010

Normal spermatozoa (%) 98.50 (98.50-99.0)

Abnormal spermatozoa (%)
Head abnormality

Cauda abnormality

Cytoplasmic droplet.

1.00 (1.00-1.50)

0.50 (0.00-0.50)

37.50(32.00-44.00)

99.00 (97.00-99.50) 98.00 (98.00-99.50)

0.50 (0.00-2.00) 0.50 (0.00-1.50)

0.50 (0.00-1.00) 0.50 (0.00-1.50)

45.00(40.00-60.00)  44.00(40.00-52.50)

Values expressed as median (1st quartile - 3rd quartile), p =2 0.05. Kruskall-Wallis test

with Dunnet a posteriori test.



Table 4. Fertility tests after artificial insemination in utero.

Parameters co o5 010
Fertile Potential (%) 7730 68.30 64.86
Pregnancy rate (%) 81.78 7142  85.71
Pre-implantation loss (%) 2270 3160 35.10
Post-implantation loss (%) 23.50 26.80 39.50

Values expressed as percentage (chi-square test), p =2 0.05.

62
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Table 5. Histopathological evaluation, spermatogenic dynamics and tubular

morphometry in oxymetholone treated rats.

Parameters

co

o5

010

Normal seminiferous
tubules (%)

Seminiferous tubules
with acidophilic cells (%)
Seminiferous tubules
with vacuolization (%)

Stages I-VI (%)
Stages VII-VIII (%)
Stages IX-XIII (%)

Stages XIV (%)
Height of the

seminiferous epithelium

(um)

Tubular Diameter (um)

75.00 (71.00 — 79.00)

20.00 (15.00 —23.00)

5.00 (4.00 - 7.00)

44.00 (42.00 — 45.00)

15.00 (14.00 — 19.00)

34.00 (33.00 — 36.00)
7.00 (6.00 — 8.00)

85.74+0.95

280.50+3.80

82.00 (79.00 — 84.00)*
13.00 (11.00 — 18.00)

5.00 (2.00 -4.00)

39.00 (37.00 — 41.00)

17.00 (16.00 — 19.00)

34.00 (34.00 — 36.00)
7.50 (5.00 — 10.00)

87.44+1.50

287.0015.70

79.50 (75.25 - 84.75)
16.50 (11.75 — 20.75)

4.00 (2.75 — 4.25)

40.50 (39.00 — 44.25)

18.00 (16.00 — 20.75)

32.00 (31.00 — 36.00)
7.00 (5.75 — 10.00)

90.56+1.38

282.20+5.40

Values expressed in median and interquartile ranges ' or means + SEM 2, p <0.05.
One-way ANOVA followed by Tukey or Dunnet test, respectively.
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Table 6. Final body weight and weight of reproductive organs in reversibility

experiment.

Parameters COR O5R O10R
Final Weight (g) 401.80+10.33 394.20+7.14 405.80+14.56
Ventral prostate (mg) 651.70+£15.53 537.30+64.76 591.10+£34.94

Relative ventral
prostate (mg/100g)

Full seminal vesicle (g)

Full relative seminal
vesicle (mg/100q)
Empty seminal vesicle
(mg)

Empty seminal vesicle
(mg/100g)

Epididymis (mg)

130.30+30.92
1.30+0.04
258.60+9.84
490.30+17.27
97.81+5.48
715.40+£22.61

109.20+11.86
1.19+0.14
244.00+24.49
500.70+47.39
102.50+9.62
698.60+£25.63

121.00+9.98
1.15+0.06
234.40+14.49
440.90+21.26
89.97+6.05
655.10£24.74

Epididymis (mg/i100g)  142.00+4.62 143.4045.71 133.8048.29
Testis (g) 1.84+0.05 1.7740.08 1,69+0.07
Relative Testis 360.90414.35  365.00418.17  343.40+14.35
(mg/100g)

Values expressed as mean * standard error of the mean, p=0.05.
analysis - ANOVA with Dunnet a posteriori test.

Test of variance
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Table 7. Sperm count and sperm transit time of the reversibility experiment.

Parameters COR O5R O10R

Testicular sperm count
Mature spermatids

6 . 284.40+18.86 280.30+18.97 211.50+40.71*
(x10°/testis)
Relative mature spermatids 185.00414.29 192.10+143.90 152.40+12.68
(x10°%/gltestis)
Sperm production .
(x10/testis/ daily) 46.13+3.09 45.96+3.11 34.67+2.52
Relative sperm production
(x10/testis/g/ daily) 30.331£2.34 31.4942.44 24.99+2.07
Epididymal sperm count
Caput/corpus
Number of spermatozoa 173.10+13.84 138.00+13.59 129.20+10.05*
(x10%/organ)
Sperm transit time (days) 3.7510.16 3.0210.28 3.77+0.24
Cauda
N® of spermatozoa 353.40+18.28 356.80+38.13 266.70£19.90
(x10%/organ)
Sperm transit time (days) 7.97+0.88 7.911£0.93 7.85+0.73

Values expressed as mean + standard error of the mean, * p < 0.05. Analysis of
variance test - ANOVA with Dunnet a posteriori test.
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Table 8. Histopathological evaluations, spermatogenic dynamics and tubular
morphometry in rats treated with oxymetholone in reversibility experiment.

Parameters COR

O5R

O10R

Normal seminiferous
tubules (%)
Seminiferous tubules
with acidophilic cells
(%)

Seminiferous tubules
with vacuolization (%)

Stages I-VI (%)
Stages VII-VIII (%)
Stages IX-XIII (%)
Stages XIV (%)

86.00 (78.00 — 89.00)
15.00 (13.00 — 17.00)

3.00 (4.00 — 6.00)

45.50 (43.00 — 47.00)

16.00 (14.00 — 18.50)

31.50 (30.00 — 3400)
5.50 (4.00 — 7.00)

Tubular Diameter (um) 90.17+£1.23
Height of the
seminiferous 283.67+3.8

epithelium (um)

81.00 (77.00 — 87.00)

14.00 (11.00 — 18.00)

4.00 (2.00 — 4.00)

41.00 (39.00 — 43.00)
16.50 (15.00 — 19.00)
34.00 (32.00 — 36.00)
7.50 (5.00 — 10.00)
88.72+2.43

280.21+4.2

80.50 (73.50 — 82.75)
15.00 (14.00 — 19.00)

3.50 (2.00 — 4.00)

40.00 (38.00 — 42.00)
17.50 (16.00 — 20.00)
32.00 (31.00 — 36.00)
7.00 (5.75 — 10.00)
88.89+2.18

281.33+4.4

Values expressed in medians and interquartile ranges ' or means + SEM 2, p
<0.05. One-way ANOVA followed by Tukey or Dunn test, respectively.
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Apébs o Tratamento com Estanozolol em Ratos?
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'"Universidade de Campinas — UNICAMP, Instituto de Biologia, Campinas, Sdo Paulo, Brasil
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Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

SUniversidade Estadual Paulista - UNESP, Instituto de Biociéncias, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil.

Resumo

O uso de esteroides anabolizantes vem crescendo atualmente entre atletas e
amadores que buscam aumentar o desempenho nos exercicios e a quantidade
de massa magra no corpo. Os anabolizantes sdo medicamentos sintéticos
derivados de androégenos, hormoénios sexuais masculino, e dos mais utilizados é
o estanozolol, porém, seus reais efeitos na reproducdo masculina precisam ser
mais compreendidos. Objetivo: Este estudo teve como objetivo avaliar a
toxicidade reprodutiva do estanozolol em ratos tratados por 70 dias e apds
periodo de repouso, avaliar ainda se ocorre a reversao dos possiveis efeitos
deletérios causados pelo tratamento. Métodos: Foram utilizados 52 ratos e 30
ratas, divididos em duas avaliagdes, na primeira, a avaliagao imediata, os ratos
sofreram eutanasia um dia apds o encerramento do tratamento. Sendo assim,
foram divididos 21 ratos em 3 grupos (n=7): grupo controle (CE) que foi tratado
com o veiculo utilizado para a diluicdo da medicagdo (solugao salina); E5 foi
tratado com 5mg/kg de estanozolol e E10 recebeu 10mg/kg de estanozolol. Apds
70 dias, os animais foram pesados, submetidos a eutanasia e apds incisao da
cavidade abdominal tiveram seus 6rgaos reprodutivos pesados e coletados para
avaliagdes futuras. Dentre as avaliacdes, foram realizadas técnicas de qualidade
espermatica, histologia testicular e dosagens hormonais. Ainda, 10 ratos e 30
fémeas foram utilizadas para realizacdo da técnica de inseminacao artificial
intrauterina. Em outro momento foi realizado a avaliagao tardia, onde os ratos
receberam o tratamento por 70 dias e depois ficaram mais 70 dias sem receber
o tratamento e em seguida sofreram a eutanasia, nesta avaliagdo foram
utilizados 21 ratos que foram divididos como na primeira avaliagao, com intuito
de observar se os possiveis efeitos deletérios observados na avaliagao imediata.
Resultados: os resultados da avaliacdo imediata mostraram reducéo no peso
dos érgaos ligados a reproducdo em ambas as doses, bem como a reducio da
concentracdo dos hormoénios LH, FSH e testosterona intratesticular nas duas
doses testadas. Também foi observado diminuicao das espermatides maduras
nos testiculos em E5 e E10, com reducdo da producdo diaria de
espermatozoides nos dois grupos. No epididimo, foi observado diminui¢cdo do
numero de espermatozoides e aceleracao do transito espermatico em todos os
compartimentos do 6rgao (cabega-corpo e cauda) e ainda com a IA os resultados
expressaram diminuicdo do potencial férti e aumento das perdas pré-
implantagdo. Na avaliagao tardia, os resultados estatisticamente significantes
apareceram somente na contagem espermatica do testiculo e no epididimo e na
motilidade espermatica. Conclusao: O estanozolol pode estar relacionado com
a infertilidade masculina durante o tratamento, em doses altas ou baixas. Porém
seus efeitos toxicoldgicos nos parametros ligados a reprodu¢do masculina
parecem ser revertidos parcialmente apods a interrupgao do tratamento, trazendo
ainda preocupacdes quanto a fertilidade masculina.
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INTRODUCAO

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAAs) sdo medicamentos com a
capacidade de aumentar a massa muscular, aumentar a performance nos
esportes e diminuir a porcentagem de gordura corporal e cada vez mais ganham
adeptos ao uso indiscriminado e desnecessario dessa classe de remédios que
sdo moléculas quimicas sintéticas de androgenos como a testosterona, ja que
atualmente a preocupagdo com a aparéncia fisica € um comportamento que
atinge grande parte da populagao mundial (Angell, Chester et al., 2012, Busardo,
Frati et al., 2015). Sendo assim, o medicamento com finalidade terapéutica no
tratamento de varias doengas, como osteoporose, hipogonadismo, queimaduras,
caquexia entre outras, torna-se um vildo da saude publica pelo uso irresponsavel

(Ganesan and Pellegrini, 2018).

Segundo varios trabalhos cientificos, os efeitos deletérios da utilizagado dos
EAAs causam danos que vao de problemas psicologicos até mesmo a causa de
canceres hepaticos e doengas cardiovasculares, mesmo assim a utilizagao dos
anabolizantes s6é aumenta, considerando que muitos usuarios acreditam que
estes efeitos n&o sejam permanentes. A problematica do uso indiscriminado dos
EAAs se estabelece de forma global (Vargas, Oliveira et al., 2013, Kantarci,
Punduk et al., 2017).

Pesquisadores do mundo todo, tentam prever o numero de usuarios em
seus paises, mas o numero pode ser maior do que o divulgado levando em
consideracao a venda ilegal destes medicamentos no mercado negro. Nos EUA
estudos revelam numeros entre 1 e 1,5 milhdes de usuarios, em outros estudos
estes numeros variam entre 3 e 3,5 milhées (Lindstrom, Nilsson et al., 1990,
Yesalis, Kennedy et al., 1993, Street, Antonio et al., 1996, Bahrke, Yesalis et al.,
2000, Kanayama, Gruber et al., 2001, de Souza and Hallak, 2011). Nos paises
como Canada, Suécia, Reino Unido, Australia e Africa do Sul, pesquisadores
sugerem que 1-3% dos alunos do ensino médio ja utilizaram EAAs (Yesalis and
Bahrke, 2000, Angell, Chester et al., 2012). E ainda, estudos brasileiros revelam
que entre praticantes de musculagcdo essa porcentagem aumenta de forma

acentuada, com incidéncia entre 11,1 e 24% de frequentadores admitem ja terem
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feito uso desta medicagao para fins estéticos (Silva and Moreau, 2003, Silva,
Machado Junior et al., 2007, Iriart, Chaves et al., 2009).

O estanozolol é EAA muito conhecido e frequentemente utilizados. Os
usuarios tém a intengdo de melhorar sua performance e aparéncia fisica e
apostam na sua elevada atividade anabdlica e efeitos androgénicos diminuidos
em relagdo a outros esteroides sintéticos. Clinicamente ¢é utilizado nos
tratamentos de sarcopenia, osteoporose, perda muscular e artrite reumatoide.
Seus principais efeitos sdo o potencial de influenciar a estruturacédo de massa
magra, a reparagdo tecidual, o aumento na sintese de colageno e no
metabolismo dsseo (Castro Martins, Peffers et al., 2018, Ozcagli, Kara et al.,
2018).

Pesquisas envolvendo o uso de animais sdo muito utilizadas em trabalhos
que avaliam a toxicidade sistémica, porém, quando se trata da avaliacdo de
anabolizantes e reprodu¢ao masculina a literatura é escassa (Ahmed, 2015).
Apesar disso, pesquisas feitas com estanozolol apontam que este medicamento
pode iniciar efeitos de destruicdo cronica de células testiculares, baseados em
analises histolégicas (Mohd Mutalip, Surindar Singh et al., 2013). Ainda, em
estudos realizados em pbneis, mostraram que a largura escrotal é reduzida
nessa espeécie e ocorre a alteracdo na concentracdo de testosterona e
gonadotrofinas no sangue deste animal apés o uso deste EAA (Blanchard,
Elmore et al., 1983, Garcia, Ganjam et al., 1987).

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar o impacto na reproducao,
no que se refere a qualidade espermatica e infertilidade, em ratos tratados com
estanozolol apés o periodo de tratamento de 70 dias, que € o periodo de
tratamento semelhante aquele utilizado pelos usuarios desta medicacdo para
fins estéticos, esta foi denominada avaliacdo imediata e para avaliar a reversao
das possiveis alteracdes apds repouso no tratamento com o periodo de duracao
de 70 dias, possibilitando analises em um ciclo espermatogénico renovado, a

avaliagao tardia.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 52 machos e 30 fémeas de ratos Wistar (Rattus
novergicus), com 45 dias, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) e mantidos no Biotério de pequenos mamiferos do
Departamento de Morfologia no Instituto de Biociéncias, Botucatu/SP. Os
animais foram mantidos por 30 dias para adaptacdo as novas condi¢cdes
ambientais antes de iniciar o experimento. Os ratos foram acondicionados em
caixas de polipropileno (43cm x 30cm x 15cm) utilizando maravalha autoclavada
como cama. Atemperatura (23+1°C) foi controlada por termostato e o ciclo claro-
escuro foi mantido. Agua e alimentos foram oferecidos ad libitum. Os protocolos
experimentais seguiram os Principios Eticos na Pesquisa Animal do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foi aprovado pelo
Comité de Experimentagcdo Animal (CEUA) da UNESP, Botucatu/SP (protocolo

numero 938).

Experimento

Na avaliagdo imediata, foram utilizados 21 ratos, com 75 dias e pesando
aproximadamente 250g. Os animais foram divididos em 3 grupos com 7 ratos
em cada grupo: CE foi o grupo controle, tratado com salina, E5 e E10 tratados
com estanozolol diluidos em salina e representavam as dosagens de 5mg/kg e
10mg/kg respectivamente. Os ratos foram tratados semanalmente através de
injecao intramuscular pelo periodo de 70 dias.

Ainda, 10 ratos foram mantidos nas mesmas condigcdes, porém nao
receberam tratamento. Quando completaram 90 dias, eles foram
vasectomizados para estimular o corno uterino das fémeas (n=30) na técnica de
inseminacao artificial intrauterina (Fernandez, Fernandes et al., 2017). As
fémeas foram mantidas em sala diferente, com ciclo reverso, 2 semanas antes
da inseminacgéo.

Na avaliagdo tardia, foram utilizados 21 ratos com as mesmas
caracteristicas da primeira avaliagao e foram divididos da mesma forma, a letra

“R” foi utilizada nos grupos deste teste para diferencia-los do primeiro (CER, E5R
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e E10R). Os ratos foram tratados semanalmente através de injecdo
intramuscular pelo periodo de 70 dias, apés isto, os animais ficaram 70 dias sem

receber tratamentos (repouso) para avaliagao da reversao dos possiveis efeitos

deletérios.
T —
Injecdo intramuscular Injegdo intramuscular
Semanal Semanal
',ﬂ Salina Salina
ey
DY
o Grupo Controle Grupo Controle
CE (n=7) CER (n=7)
5mg/kg 5 mg/kg
E5 (n=7) E5R (n=7)
10 mg/kg 10 mg/kg
E10 (n=7) E10R (n=7)
70 dias de tratamento C 70 dias de tratamento
. 70 dias sem tratamento
Eutandsia Eutanasia

Figura 1. Esquema dos tratamentos e avaliagbes realizadas.

Eutanasia

Apés o tratamento, os animais foram eutanasiados em camara de COz2
seguido de pungédo cardiaca para coleta de amostra de sangue. O sangue foi
centrifugado e mantido em refrigerador -8°C para futura analise de concentragéo

sérica hormonal.

Ap0s incisdo abdominal, o epididimo esquerdo foi localizado e a regido da
cauda do epididimo foi removida para coleta de espermatozoides para a técnica
de inseminacao artificial in utero, para motilidade espermatica e congelados a -
20°C para morfologia espermatica e determinagcéo da contagem espermatica e
tempo de transito espermatico juntamente com o cabecga/corpo do epididimo
esquerdo. O testiculo esquerdo foi coletado e pesado, apds isso foi
descapsulado, centrifugado e congelado a -20°C para se obter o fluido testicular,
utilizado para determinar a concentragdo sérica de hormdnio testosterona
intratesticular. O testiculo direito foi armazenado para futuramente serem
realizadas as analises histopatolégicas, morfométricas e determinagdo da
dindmica do ciclo espermatogénico. Outros 6rgados reprodutores (vesicula

seminal e préstata ventral) também foram pesados.
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Fixacao para coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE)

O testiculo direito teve a tunica albuginea seccionada nos polos com ajuda
de tesouras cirurgicas e foi imerso em fixador Bouin por 24 horas, como descrito
por Russell et al. (1993). Em outro momento, esse 6rgao foi processado
histologicamente e foi incluido em Paraplast, apds isso, cortado em micrétomo
na espessura de 5uym em trés regides diferentes do testiculo, para evitar avaliar
as mesmas secgdes. Os cortes foram corados em HE para analise
histopatoldgica, morfométrica e dinamica do ciclo espermatogénico (Russell,
Ren et al., 1990).

Avaliagéo histopatologica

Para realizacdo desta avaliacdo, foram examinadas 100 sec¢des de
tubulos seminiferos aleatdrias, inspecionando os conteudos do lumen e do
intersticio e aspectos do epitélio dos testiculos. Os tubulos foram classificados
anormais, quando houve a presenga de: células acidofilas, vacuolizacéo,
degeneragdo do epitélio germinativo, esfoliagdo de células no |umen,
espermatides retidas e células multinucleadas. Nao havendo a presencga de
alteragdes, foram considerados normais. Quanto ao conteudo do intersticio,
foram avaliados somente de forma qualitativa. Nesta avaliagcéo, foi utilizado

microscopio de luz Leica® (aumento de 400x).

Dinéamica do ciclo espermatico

Objetivando estimar a frequéncia de estagios da espermatogénese nos
tubulos seminiferos, que pode determinar a duracdo e o ritmo do processo
espermatogénico, foram examinadas, de forma aleatdria, 100 secgbes destas
estruturas coradas com HE e classificadas de acordo com o descrito a seguir:
estagio I-VI (possui duas geragdes de espermatides), estagio VII-VIII (possui
espermatides maduras localizadas na borda do lumen), estagio IX-XIII (possui
somente uma geragado de espermatide), estagio XIV (apresenta espermatocito

secundario).
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Anélise morfométrica dos testiculos

Com a finalidade de analisar o didametro do tubulo seminifero e a espessura
do epitélio germinativo, foram analisadas 10 secgbes de tubulos seminiferos
corados em HE de cada animal dos grupos experimentais. Porém, esta analise
foi realizada somente em tubulos seminiferos no estagio IX da espermatogénese,
onde é possivel definir com mais clareza os limites entre o [lUmen e o epitélio
germinativo. Nesta analise foram utilizados um microscépio Leica®, aumento de
400X e o software Leica Q-win Version 3 for WindowsTM, como analisador de

imagens.

Dosagem de testosterona intratesticular, testosterona, progesterona, FSH
elLH

Para o teste de dosagens hormonais, o fluido testicular obtido no dia da
eutanasia, que foi centrifugado e mantido a -20°C foi analisada para verificar a
quantidade de testosterona intratesticular. O soro, obtido através de sangue
coletado por puncgao cardiaca e centrifugacado a 700 G por 20 minutos a 4°C foi
usado para analisar testosterona, progesterona, hormdnio foliculo estimulante e
horménio Iluteinizante. Estes ensaios foram realizados pela técnica de
radioimunoensaio de duplo anticorpo no laboratério de Neuroendocrinologia da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo
(USP). Todos os ensaios foram realizados ao mesmo tempo evitando o erros
inter-ensaio, enquanto que para as variabilidades intra-ensaio foram adotadas
as de 4% para testosterona, 2,8% para o FSH, 3,4% para o LH e 2,6 para a
progesterona. Para avaliar as concentragdes de FSH e LH foram utilizados kits
fornecidos pelo National Institute of Arthritis and Diabetes and Kidney Diseases
(NIADDK), enquanto para testosterona sérica e intratesticular, foram utilizados

kits Coat-a-Count® assay (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA).
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Calculo da produgéo diaria de espermatozoide (PDE) por testiculo e

contagem do numero e tempo de transito dos espermatozoides no epididimo

Para analises nos testiculos, o testiculo direito de cada rato foi
descapsulado, centrifugado e congelado a -4°C até a realizagdo do ensaio. No
dia da avaliacdo, o parénquima testicular foi descongelado (sob gelo) e
processado em homogeneizador de tecidos em 5mL de solugdo de
salina(0.9%)+triton-X100(0,05%)+mertiolate(0,01%) (STM). Apds isso, a
amostra foi diluida em solugdo STM na proporgéo de 10 vezes (100uL amostra
+ 900uy de STM), em seguida processado em sonificador por 30 s e dessa
diluicdo, aproximadamente 20uL foram utilizados para a observagao em duas
camaras de Neubauer (5 campos por animal). As amostras foram analisadas em
microscopio optico Leica® no aumento de 400x. Para calcular o numero de
espermatides maduras e a PDE foi utilizado o mesmo método de Robb et al.
(1978). A mesma metodologia de processamento de materiais foi utilizada para
a cabeca/corpo e a cauda do epididimo. Para estimar o tempo de transito dos
espermatozoides neste 6rgéo, foi dividido o numero de espermatozoides em

cada regiao do epididimo pela PDE.

Motilidade espermatica

O esperma proveniente da cauda do epididimo, através de poking, diluidos
em meio humano tubario (HTF — human tubal fluid) foi utilizado para as técnicas
de motilidade e morfologia espermatica e para a técnica de inseminagao artificial
in utero. Na motilidade, 10uL de amostra diluida em HTF foram colocados em
uma camara Makler e analisada sob microscopio de luz da marca Leica®, no
aumento de 400x, para realizar a contagem de 100 espermatozoides aleatérios
de acordo com a sua motilidade, ou seja, os gametas foram classificados em:
Tipo A (movel, com trajeto progressivo, tipo B (mével, sem trajeto progressivo)

ou tipo C (imodvel).
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Morfologia espermatica

Os espermatozoides obtidos através do poking na cauda do epididimo
foram mantidos em eppendorf contendo 100uL de amostra e 900uL de solugao
salina com formol 10%. Na avaliacdo deste teste, uma gota de amostra, foi
transferida para lamina histolégica, coberta com laminula e mantida em
temperatura ambiente até a secagem da mesma (cerca de 90 minutos) apds
observacdo em microscopio com sistema de contraste de fases no aumento de
400X (Seed, Chapin et al., 1996). Foram analisados 200 espermatozoides
quanto as anormalidades morfoldgicas. As anormalidades foram classificadas
como de cabeca (sem curvatura caracteristica, em forma de alfinete e isolada) e
de cauda (enrolada, quebrada, dobrada ou dupla), anormalidades que
comprometem a fecundagcdo do gameta feminino pelo espermatozoide (Filler,
1993).

Técnica de inseminacgéao artificial intrauterina ou in utero (IA) e avaliagao de
fertilidade

Neste experimento 30 fémeas foram disponibilizadas. As 21 fémeas que
estavam receptivas aos machos previamente vasectomizados (cauterizagao de
ductos deferentes) e com limpeza dos ductos espermaticos realizada (sem
espermatozoides), foram escolhidas para a realizagdo da técnica de
inseminacao artificial in utero. Nesta técnica, os espermatozoides provenientes
da técnica de poking e diluidos em meio HTF na proporcédo de 1/10 foram
contados em cadmara de Neubauer e injetados 5x108 espermatozoides em cada
corno uterino, como descrito por Klinefelter et al., (1994) e Kempinas et al.,
(1998a). Cada fémea recebeu, apds exposicdo do corno uterino por abertura
abdominal, os espermatozoides de um rato dos grupos tratados e depois teve
seu abdémen suturado. Foram mantidas isoladamente em gaiolas e monitoradas
varias vezes durante o dia. Apés 20 dias, essas mesmas fémeas foram
eutanasiadas em camara de COz2, seguida por decapitacédo para a realizagédo da
coleta de parametros relativos a fertilidade. No ovario, o peso do érgao e numero
de corpos luteos foi avaliado. No utero, o numero de reabsorgdes, de implantes
e de fetos, bem como o peso do érgéo e dos fetos também foi mensurado. Frente
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a esses resultados, foi possivel definir o potencial fértil (eficiéncia das
implantagdes): numero de implantagées/numero de corpos luteosx100; a taxa de
prenhez: numero de fémeas prenhes / nuimero de fémeas inseminadas x 100;
taxa de perda de pré-implantagdo: (numero de corpos luteos-numero de
implantes/numero de corpos luteos)x100 e a taxa de perda pos-implantagao:

(numero de implantes-numero de fetos vivos)/numeros de implantesx100.

A lAfoi realizada somente na avaliacdo imediata, levando em consideracao
a politica dos 3 “Rs”, reduzir, reciclar e reutilizar e ainda, partindo do pressuposto

que com a melhora da qualidade espermatica, haveria melhora na fertilidade.

Analises de resultados

Para a comparagéo de resultados entre os grupos de ratos tratados com
estanozolol e o grupo controle foi utilizado ANOVA, quando paramétrico, e foi
seguido pelo teste de Dunnett; caso contrario, pelo posteriori Kruskal-Wallis.
Ainda, quando a intencao foi avaliar a associagao entre variaveis qualitativas, o
teste chi-quadrado foi adotado. Neste estudo, os resultados foram considerados
estatisticamente significantes quando tiveram valor de P<0,05. As analises

estatisticas foram realizadas no software GraphPAd Prism (6.00).

RESULTADOS

Na avaliacido imediata, os animais foram pesados e depois sacrificados, os
orgaos reprodutivos, foram pesados em balanga de precisdo. Com isso, néo foi
observado nenhuma diferenca entre os pesos corporeos finais dos grupos.

Quanto ao peso dos 6rgaos ligados a reproducao todos eles apresentaram
uma reducao no peso (Tabela 1), com excegado do peso da vesicula seminal
vazia que foi estatisticamente significante somente no grupo E5, quando
analisado o peso relativo deste 6rgao neste grupo, a atrofia deste 6rgao nao se
repete.



Tabela 1. Peso corporeo final e peso de 6rgaos reprodutivos
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Parametros

CE

E5

E10

Peso corpoéreo final (g)

Préstata ventral (mg)
Préstata ventral relativa
(mg/100g)

Vesicula seminal cheia (mg
Vesicula seminal cheia
relativa (mg/100g)

Vesicula seminal vazia (mg)

Vesicula seminal vazia
(mg/100g)

Epididimo (mg)
Epididimo (mg/100g)
Testiculo (g)

Testiculo relativo (mg/100g)

473,20+12,44
608,50+44,77
128,70+9,05
1203,00£133,50
252,00£23,77
510,80+68,81
106,60+12,18
709,20+£22,33
150,20+4,82
1,86+0,05

395,30+18,87

465,70+21,14
272,40+£50,23***
57,41+9,41***
504,50+£127,90**
107,00+24,94**
312,50+58,62*
67,73+12,41
421,20+82,41**
89,71+15,76***
1,20£0,18**

256,20+£32,24**

457,00+£20,25
338,90+43,68™*
75,51+11,15**
572,20£105,00**
127,80+26,87**
331,80+£39,00
73,74+26,82
384,90+£19,15***
85,05+5,48***
1,11+£0,05***

247,40+£16,55***

Valores expressos em média + erro padrao da média, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001. Teste analise de varidancia — ANOVA com a posteriori de Dunnett.

Houve reducbdes dos niveis de LH, FSH e testosterona intratesticular em

todos os grupos. A média dos niveis de progesterona, no grupo E5, ficou

semelhante ao do controle e na maior dose houve reducao significante. Na

avaliacao de testosterona circulante, nao foi observado alteragdes significantes

estatisticamente (Figura 2).



79

6
*
* %
©
S 44 T - 4 I
E g * z g -
= w
3 > c
o =
o 24 I
o
o T T
hel S o Q
& < P < <
Grupos Grupos
41 —
«© 2504
E
2
3 b 200
2
- [
= 4 1504
TE> * " £z .
2 ] \m
< S = 100
2
1+ 2 *kk
» 50
2
I___I »
0- T T s 0- T
< el S “ S
@) 2 ((/\/ < <

Grupos Grupos

Testosterona ng/mL

1 o
0= T
94 < &

Figura 2 - Concentracdes séricas e intratesticular de horménios. Teste analise
de variancia — ANOVA com a posteriori de Dunnett, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001.

Na contagem espermatica testicular, observamos redugdo das
espermatides maduras e de producado espermatica diaria (PDE) em ambos os
grupos tratados, no entanto, quando analisados o numero de espermatides e a
PDE por grama de testiculo, o resultado ndo se repete (Tabela 2).

Na contagem espermatica epididimaria, os dois grupos tratados
apresentaram uma redug¢ao no numero de espermatozoides tanto na cabeca-
corpo quanto na cauda do epididimo e também uma aceleragdao no transito

espermatico (Tabela 2).
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Tabela 2. Contagem espermatica e tempo de transito espermatico.

Parametros CE

E5

E10

Contagem espermatica testicular
Espermatides maduras
(x10%/testiculo)

Espermatides maduras
(x10%/gltesticulo)

Producédo espermatica
(x108/testiculo/ diaria)

Producédo espermatica

194,00+21,19

123,90+12,15

31,81+3,47

20,31£1,99
(x108/testiculo/g/ diaria)

Contagem espermatica epididimaria
Cabega/corpo
Numero de
espermatozoides 143,70+15,93
(x108/6rgao)

Tempo de transito

espermatico (dias) 460046
Cauda

N° de espermatozoides
268,50+16,91
(x108/6rgao)

Tempo de transito
9,77+0,83
espermatico (dias)

116,20+£19,68*

114,80+8,66

19,05+3,2*

18,82+1,42

43,55+18,35***

1,73+1,48**

81,44+34,96****

4,60+9,68**

118,60£13,57*

122,50+13,04

19,44+2,22*

20,08+2,13

15,82+3,13***

0,94+0,27****

40,56+3,08****

1,49+5,33***

Valores expressos em média £ erro padrao da média, *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, ****p < 0,0001. Teste analise de variancia — ANOVA com a

posteriori de Dunnett.

Quanto a motilidade espermatica, fator importante para avaliar a qualidade
espermatica, foi observado que houve uma diminuicdo dos espermatozoides do
tipo A (moével, com movimento progressivo) em ambos os grupos tratados, o
numero de espermatozoides do tipo B (mével, sem movimento progressivo) foi
similar entre os grupos comparados ao controle e em referéncia aos gametas de
tipo C (imdvel), somente o grupo tratado com maior dose teve aumento

significativa (Figura 3).
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Figura 3. Motilidade espermatica. Valores expressos como mediana (1°quartil -
3°quartil), *p < 0,05, ** p < 0,01. Teste Kruskall-Wallis com a posteriori de Dunnett.

No que concerne a morfologia espermatica somente o grupo E10
apresentou uma reducdo no numero de espermatozoides normais. Quanto aos
anormais, todos os grupos tiveram aumentos estatisticamente expressivos no
numero de anormalidades de cabecga e o grupo E10 ainda mostrou 0 mesmo
resultado nas anormalidades de cauda. Nenhum grupo apresentou alteracoes
quanto a gota citoplasmatica, quando contraposto aos resultados do grupo
controle (Tabela 3).

Tabela 3. Morfologia espermatica

Parametros CE E5 E10

(F;/So')"e’mat°z°'des normals 97 50 (93,00-99,00) 93,50 (74,00-97,00) 71,50 (33,00-74,00)**

Espermatozoides anormais (%)

Anormalidade de cabega 2,00 (0,50-6,50) 4,50 (1,00-8,50)* 12,50 (9,00-15,00)*
Anormalidade de flagelo 0,50 (0,00-0,50) 1,00 (0,50-2,50) 22,00 (15,00-54,00)***
Gota citoplasmatica 29,50(24,00-35,50)  17,00(5,50-36,00) 19,00(12,00-26,00)

Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001. Teste Kruskall-Wallis com a posteriori de Dunnett.
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Atabela 4 expde os resultados da laparotomia apos inseminacgao artificial in
utero e mostra uma redugao consideravel no potencial fértilem E5 e E10, com p
< 0,01 e p £0,001 respectivamente.

Quanto as perdas pré-implantagéo, também houve aumento significativo em
ambos os grupos. Enquanto as perdas pds-implantagdo tiveram resultados

consistentes com o controle.

Tabela 4. Ensaios de fertilidade apds inseminacéo artificial in utero.

Parametros CE E5 E10
Taxa de prenhez (%) 83,30 85,70 42,86
Potencial fértil (%) 82,10 57,00  37,50***
Perda pré-implantagao (%) 17,80 43,10*  62,50***
Perda pés-implantagao (%) 30,40 40,00 26,66

Valores expressos em porcentagem (teste chi-quadrado) *p < 0,05, **p
<0,01, ***p <0,001.

Na tabela 5, podemos analisar os resultados da avaliagao histopatolégica,
onde é possivel observar a diminuicdo de tubulos seminiferos normais e
concomitante a isso, o aumento de tubulos com vacuolizagcbes e células
aciddfilas nos grupos tratados com estanozolol, sendo que o aumento de células
acidodfilas pode ser observado na figura 4. Quanto a dindmica espermatogénica,
os resultados mostram apenas um aumento no estagio que vai do ciclo VII-VIII
em E5, nos demais, os resultados foram similares ao grupo controle. Ja em
relacdo a morfometria dos tubulos seminiferos, os dados obtidos revelam a
diminuicdo do diametro dos tubulos e ainda a redugao na altura do epitélio

seminifero, nos animais tratados com o anabolizante estudado.
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Tabela 5. Avaliagdes histopatologicas, dindmica espermatogénica e morfometria

tubular em ratos tratados com estanozolol

Parametros CE E5

E10

Tabulos seminiferos
normais (%)’

Tabulos seminifero com
células acidéfilas (%)’
Tabulos seminiferos com
vacuolizagio (%)’

Estagios I-VI (%)’

86,00 (84,00 — 90,00) 43,00 (37,50 — 49,50)***

11,00 (7,00 — 13,00) 34,00 (29,75 — 35,50)***

4,00 (3,00 — 5,00) 23,00 (19,50 - 25,25)**

33,00 (31,00 —40,00) 41,50 (38,25 — 44,00)

Estagios VII-VIII (%)’ 24,00 (23,00 — 27,00) 19,00 (14,50 — 20,50)*

Estagios IX-XIIl (%)’ 34,00 (31,00 — 33,25) 34,00 (31,25 — 38,25)

Estagios XIV (%)’

Altura do epitélio
seminifero (um)?2

7,00 (5,00 —9,00) 7,00 (5,50 — 8,00)

90,10+2,26 72,21+3,60***

Diametro tubular (um)? 276,20+3,77 223,8+12,31***

50,00 (43,00 — 67,00)*
27,00 (21,00 — 33,00)*
22,00 (12,00 — 24,00)**
26,50 (24,75 — 33,25)
24,50 (22,75 — 27,25)
35,50 (32,75 — 39,50)
11,50 (8,00 — 14,25)
68,58+1,93****

231,245,69***

Valores expressos em medianas e intervalos interquantil ' ou médias + SEM 2,
*p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001, ****p<0,0001. One-way ANOVA seguido por

Tukey ou teste de Dunnett, respectivamente.

200x

Controle [ 7

10mglkg [/

Figura 4. Imagens das secg¢des testiculares dos grupos experimentais de ratos
tratados com estanozolol (Experimento 1). Note que em D e F, as setas apontam
para células acidéfilas
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A avaliagdo tardia teve a finalidade de analisar possiveis reversées nos

resultados apds o tratamento com estanozolol ou ainda efeitos tardios do uso

deste anabolizante.

Na tabela 6 & possivel analisar o peso corporal e dos 6rgdos apos o

tratamento e o repouso de 70 dias sem o0 uso da medicagao e os resultados

obtidos mostram que somente a préstata em E5R apresentou diminuicéo

estatisticamente relevante em relagdo ao grupo controle. Nos outros 6rgaos

avaliados as médias ficaram semelhantes as médias do grupo controle.

Tabela 6. Peso corporeo final e peso de érgaos reprodutivos, aferido 70 dias

apods suspensao do tratamento com estanozolol, avaliagao tardia.

Parametros

CER

E5R

E10R

Peso Final (g)

Prostata ventral (mg)

Prostata ventral relativa
(mg/100g)

Vesicula seminal cheia (g)

Vesicula seminal cheia
relativa (mg/100g)

Vesicula seminal vazia (mg)

Vesicula seminal vazia
(mg/100g)

Epididimo (mg)
Epididimo (mg/100g)

Testiculo (g)

Testiculo relativo (mg/100g)

406,50+£13,03
720,10+£56,57
137,80+11,16
1,4+0,09
267,90+16,85
547,10+51,63
105,10+10,84
691,90+44,91
132,10+8,46
1,94+0,06

371,00+£15,38

386,60+£16,03
533,80+£29,18*
106,10+6,52*
1,34+0,07
268,20+£19,39
509,70+42,44
102,30+10,71
667,30+23,98
133,20+7,60
1,81+0,07

363,20+£23,07

391,80+11,77
704,70+£35,06
133,70+9,30
1,39£0,10
264,30£22,63
518,10£19,75
98,02+5,32
635,00+43,46
121,30+10,81
1,87+0,07

353,10+£14,97

Valores expressos em média + erro padrao da média, *p<0,05. Teste analise de

variancia — ANOVA com a posteriori de Dunnett.

Na avaliacdo tardia, os resultados expressados nas dosagens hormonais

nao apontam diferengas estatisticamente significantes nos horménios LH, FSH,

progesterona e testosterona circulante em nenhum dos dois grupos tratados

(Figura 5).
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Figura 5 - Concentracbes séricas e intratesticular de horménios, 70 dias apos
suspensdo do tratamento com estanozolol, avaliagao tardia. Teste analise de
variancia — ANOVA com a posteriori de Dunnett, p=0,05.

Na tabela 7 estdo expressos os resultados da contagem espermatica
testicular e eles revelam que somente o grupo E5 apresentou reducio
estatisticamente significante no numero de espermatides maduras por grama de
testiculo e também na producgéo diaria espermatica (PDE). Ainda esta tabela,
mostra os resultados da contagem no epididimo e revela que a menor dose
reduziu o numero de espermatozoides na cabega-corpo deste 6rgéo e na cauda,

ambas as doses tiveram os resultados reduzidos.
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Tabela 7. Contagem espermatica e tempo de transito espermatico, avaliagéo

tardia.

Parametros CER

E5R

E10R

Contagem espermaética testicular
Espermatides Maduras

(x108/testiculo) 295,00+18,63
Espermatides Maduras

(x10%/g/testiculo) 62, L0EE A
Producgdo espermatica

(x10%/testiculo/ diaria) 48,37£3,05
Producgao espermatica 30.17+1,37

(x108/testiculo/g/ diaria)
Contagem espermatica epididimaria

Cabecga/corpo

Numero de
espermatozoides 202,80+13,57
(x10%/6rgao)

Tempo de transito

espermatico (dias) 4,20+0,14
Cauda

N° de espermatozoides AT O
(x10¢/6rgao) ,40£32,
Tempo de transito 6.7040.85

espermatico (dias)

239,20+£11,93
154,70+4,70*
39,21+1,95

25,36+0,77*

139,10+20,86*

3,59+0,48

206,10+18,93**

5,32+0,60

255,10£20,76
161,10+9,64
41,82+3,40

26,41+1,58

156,20+16,67

3,86+0,46

227,00£13,21*

5,76+0,76

Valores expressos em média £ erro padrao da média, *p < 0,05, **p < 0,01,
Teste de analise de variancia — ANOVA com a posteriori de Dunnett.

A analise de motilidade espermatica na avaliacéo tardia, representada na

Figura 6, mostra que somente houve diminuigdes significativas na motilidade no

grupo E5 dos espermatozoides do tipo A e aumento nos do tipo B, ja no grupo

E10, houve reducdo nos gametas do tipo A e aumento nos do tipo C.
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Figura 6 - Motilidade espermatica, avaliagdo tardia. Valores expressos como
mediana (1°quartil - 3°quartil), *p < 0,05, ** p < 0,01. Teste Kruskall-Wallis com a
posteriori de Dunnett.

A morfologia espermatica da avaliagéo tardia esta expressa na tabela 8 e é
possivel observar que nenhum parametro avaliado apresentou diferenca
estatistica, os resultados obtidos foram semelhantes entre os grupos tratados e

o controle.
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Tabela 8. Morfologia espermatica 70 dias apds suspensao do tratamento

com estanozolol, avaliagio tardia.

Parametros E5R E10R
Espermatozoides normais (%)  93,00(91,00-95,00) 93’82(28’)00' 9382(88300'

Espermatozoides anormais (%)
Anormalidade de cabeca

Anormalidade de cauda

Gota citoplasmatica

3,50(1,50-5,00)

2,50(2,00-6,00)

33,00(30,00-39,50)

3,00(1,00-6,50)  1,50(1,00-2,50)

3,50(1,00-6,00)  5,00(3,50-8,50)

36,50(26,00- 36,50(25,00-
40,50) 44,50)

Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), p = 0,05. Teste Kruskall-

Wallis com a posteriori de Dunnett.

Como disposto na tabela 9, nas avaliagdes histopatolégicas, dinamicas

espermatogénicas e morfometria dos tubulos seminiferos, ndo foram obtidos

resultados com alteragdes significativas.

Tabela 9. Avaliacdes histopatoldgicas, dinamica espermatogénica e morfometria
tubular 70 dias ap6s suspensao do tratamento com estanozolol, avaliagao tardia.

Parametros CER

E5R E10R

Tubulos seminiferos
normais (%)’

Tuabulos seminifero com
células acidéfilas (%)’
Tabulos seminiferos com
vacuolizagio (%)’

Estagios 1-VI (%)’
Estagios VII-VIIl (%)
Estagios IX-XIII (%)’

Estagios XIV (%)’

AIturza do epitélio seminifero 90,61+3,21
(um)
Diametro tubular (um)? 290,33+7,54

87,00 (86,50 — 91,00)
8,00 (7,00 — 11,00)
3,00 (2,00 — 5,50)
41,00 (41,50 — 45,00)
18,50 (17,50 — 20,00)
30,00 (28,25 — 31,00)

8,50 (6,00 — 9,50)

82,00 (76,00 — 82,00) 82,50 (82,50 — 76,00)
7,00 (5,50 — 9,00) 8,00 (6,50 — 9,00)
4,50 (3,00 - 4,00) 5,50 (2,00 — 4,50)
43,00 (39,50 — 45,50) 44,00 (40,50 — 46,25)
17,50 (16,00 — 19,50) 20,00 (18,00 — 22,00)
32,00 (29,50 — 34,00) 31,50 (31,00 — 34,00)
8,00 (6,50 — 9,00) 8,50 (7,00 — 9,00)
89,05+3,52 91,81+2,6

293,27+9,85 288,98+11,10

Valores expressos em medianas e intervalos interquantil ' ou médias + SEM 2,

p<0,05. One-way ANOVA seguido por

respectivamente.

Tukey ou teste de Dunnett,
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DISCUSSAO

O estanozolol € uma medicagdo muito usada entre atletas profissionais e
amadores devido ao fator anabdlico que ela possibilita, sendo um dos EAAs mais
utilizados no mundo todo (Cunha, Cunha et al., 2004). A toxicidade deste
anabolizante no sistema reprodutor masculino precisa ser mais abordado e para
avaliagdo da toxicidade reprodutiva em macho nos modelos experimentais
alguns parametros sdo de extrema importancia, como por exemplo as analises
de qualidade espermatica, testes de fertilidade, histopatologia, peso corpéreo e
de 6rgaos (Tyl, 2002).

O peso dos orgaos reprodutores foi analisado neste trabalho, tendo como
resultado a redugéo do peso bruto e relativo de todos os 6rgaos reprodutores.
Achados semelhantes foram encontrados por Mohd Mutalip (2013), que testou o
estanozolol e outros dois anabolizantes, e neste estudo, também foi observado
a perda de peso nesses orgaos. O que pode ter sido causado pela diminuicéo
na concentragdo de gonadotrofinas hipotalamicas (LH e FSH) na circulagdo
sanguinea, ja que varios estudos relatam que, com niveis destes hormdnios
abaixo do normal, é possivel ocorrer a supressao da liberacdo de testosterona
nas células de Leydig (Silva, Danielski et al., 2002, Cunha, Cunha et al., 2004,
Drobnis and Nangia, 2017, Drobnis and Nangia, 2017) . Na regido intratesticular
os niveis de testosterona apresentados foram bem abaixo do normal, 82% menor
em ES5 e 98% menor em E10. Essa regiao costuma ter a concentragao 100 vezes
maior que na circulacdo, e o menor nivel deste horménio pode ter motivado
problemas na dindmica da espermatogénese (Drobnis and Nangia, 2017). Ja os
niveis de testosterona na circulagdo ndo apresentaram diferenca estatistica em
relagdo ao controle, o que pode ser explicado levando em conta o tratamento
com a droga sintética exdgena derivada deste hormbénio e que as duas
substancias nao sao diferenciadas pela analise. Contudo, estes resultados dos
niveis séricos de testosterona, corroboram um estudo que avaliou os efeitos do
estanozolol e do undecilanato de boldenona em péneis garanhdes, onde foi
observado que até a nona semana, que 0s niveis séricos de testosterona
diminuem devido a utilizacdo de andrégeno externo, porém voltam a estabilidade

apo6s a décima semana do tratamento (Garcia, Ganjam et al., 1987).
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Como ja era esperado, devido aos desequilibrios hormonais causados pelo
uso de estanozolol, o numero de espermatides maduras por testiculo e a PDE
aparecem reduzidas em ambos 0s grupos analisados, porém este resultado
pode estar correlacionado a atrofia testicular, que por sua vez é consequéncia
da diminuicdo do didametro dos tubulos seminiferos e pela diminuicdo da
espessura do epitélio seminifero. Ja4 no parametro que avalia o numero de
espermatides maduras no 6rgao e a PDE, levando em consideragao o peso dos
testiculos, a diferenga ndo se repete, tendo resultados similares ao grupo
controle. No entanto, no epididimo, os resultados mostraram uma diminuicio
drastica no numero de espermatozoides em todos os compartimentos deste
orgéo e ainda acompanhado pela diminui¢ao do tempo de transito espermatico.
Com o tempo de transito acelerado, os espermatozoides podem ser ineficazes
na fertilidade por estarem imaturos e com aumento nas aberra¢gdes morfoldgicas
(Fernandez, Porto et al., 2008, Robaire and Hamzeh, 2011). Achados que
corroboram com os deste estudo foram publicados por Blanchard et al., (1983),
que também encontrou reducdo na PDE em péneis tratados com estanozolol.

Neste estudo foi encontrado reducgdo significativa nos espermatozoides
mais eficientes para a fecundacgao, os do tipo A, méveis e com movimentos
progressivos, em todos os grupos que receberam o estanozolol. Também foi
observado aumento nos espermatozoides do tipo C, imdveis, no grupo que
recebeu a maior dose do tratamento. A motilidade espermatica € um parametro
que categoriza os espermatozoides, permitindo avaliar a possibilidade da
fecundagao com esta célula (Phillips, 1972). Sendo assim, essas diferencas
quanto a motilidade, podem ter sido causadas pela passagem acelerada dessas
células pelo epididimo, 6rgao responsavel pela maturagéo e ganho de motilidade
para os gametas masculinos, fazendo com que ocorra a diminuicdo de
espermatozoides mais aptos e eficazes para realizarem a fecundagao (Robaire,
Hinton et al., 2006, Ellis and Mahadevan, 2014).

Em relacdo a morfologia espermatica, que pode ser prejudicada por
problemas na espermatogénese causada por varios fatores, os resultados
demonstraram que houve aumento de espermatozoides anormais no grupo
tratado com a maior dose de estanozolol, e ainda, ampliagdo do numero de
anormalidades de cabega foram notadas em ambos os grupos. Estes aumentos

corroboram com o desequilibrio hormonal causado pelo uso deste EAA, ja que



91

o LH é responsavel pela estimulagao da producao de testosterona pelas células
de Leydig e o FSH é responsavel pela regulagdo de sinais e nutrientes nas
células de Sertoli, ambas as células, tem funcdes essenciais para a
espermatogénese, que € processo de formagdo dos espermatozoides. O
desequilibrio hormonal afeta também a concentragdo de testosterona
intratesticular, que é o principal hormdnio na estimulagao da produgao do gameta
masculino. Ainda, os resultados histopatologicos demonstraram aumento de
células acidofilas e vacuolizagdes nos tubulos seminiferos, o que indica que
houve morte e degeneragdo de células epiteliais germinativas, ocasionando
problemas de espermatogénese. Essa degeneragdo corrobora com as
alteragdes morfologicas encontradas nessas células (McLachlan, Wreford et al.,
1994, Sairam and Krishnamurthy, 2001, Ohta, Miyake et al., 2007, Walker, 2011,
Ramaswamy and Weinbauer, 2014, Oduwole, Peltoketo et al., 2018).

Na técnica de inseminacgao artificial intrauterina, técnica mais sensivel do
que o comportamento sexual natural, utiliza-se a cauda epididimaria para coletar
um numero pré-fixado de espermatozoides e insemina-los igualmente nos
cornos uterinos, para que as alteragdes de padrdo de comportamento sexual e
possiveis redugdes de numero de gametas masculinos no liquido seminal nao
interfiram no teste de fertilidade (Klinefelter, 2002, Fernandez, Porto et al., 2008).
Desta forma é possivel avaliar a capacidade fértil dos espermatozoides dos ratos
estudados de forma mais consistente, levando em consideracdo que cada rata
tem aproximadamente um numero semelhante de espermatozoides disponiveis
em seu utero (Fernandez, Fernandes et al., 2017). Todavia, a inseminacgao
artificial in utero foi realizada neste estudo para avaliar a qualidade espermatica
e com este teste foi observado que ambos os grupos tratados apresentaram
diminuicao do potencial fértil e aumento de perda pré-implantagéo, o que sugere
uma péssima qualidade espermatica nos grupos de ratos que receberam o
estanozolol. Tais resultados somente acrescentam e corroboram com os demais
itens citados a cima no que se refere a qualidade espermatica.

Através da avaliagao tardia foi possivel demonstrar que o peso dos érgaos
reprodutores se recuperou, com exce¢cao da prostata, que continuou
expressivamente menor no grupo E5R. Entretanto, as dosagens hormonais
foram normalizadas, o que pode justificar a similaridade no peso dos 6rgaos

reprodutores. O fato de a prdstata nao ter seu peso normalizado, pode ser
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explicado considerando que 6rgdos como prostata e vesicula seminais sdo os
mais sensiveis a alteragbes quando expostos a baixas concentragdes de
testosterona, com isso, sua recuperagado pode ser mais lenta (Creasy, Bube et
al., 2012).

Apesar do periodo de repouso apés finalizagado do tratamento, os animais
tratados com a menor dose recuperaram toda a capacidade de PDE, porém nao
apresentaram o restabelecimento da sua produgao quando relacionado ao peso
total do 6rgao (Kempinas, Suarez et al., 1998, Oliveira, Félix et al., 2015). Porém,
as analises histopatoléogicas ndo mostraram alteracbes morfolégicas na
producdo de espermatozoides, que justificariam uma diminuicdo de
espermatozoides na contagem, por terem sido produzidos numero excessivo de
gametas defeituosos. Tao pouco as dosagens hormonais se mostram
comprometidas, o que também afetaria a producéo desta célula. De acordo com
0 exposto, os resultados demonstram que na avaliagdo tardia, os efeitos
deletérios na producdo de espermatozoides, deve ser avaliado num periodo
maior que 10 semanas de repouso do tratamento, ja que os resultados mostram
uma melhora na produgdo, mas ndao em toda sua capacidade (tamanho).

Mesmo no segundo experimento, os resultados da motilidade espermatica
continuam mostrando significativas redugcdes dos espermatozoides do tipo A,
com resultados similares aos encontrados no primeiro experimento, o que entra
em conflito com os resultados de tempo de transito dos espermatozoides neste
0rgao, ja que este parametro nao apresentou diferenca do grupo controle. Outros
fatores sao responsaveis pela motilidade nos espermatozoides, como algumas
proteinas essenciais para esta fungao, ou seja, a redugéo da motilidade pode ter
sido ocasionada por outro fator de alteragcao que nao foi avaliada neste estudo.
Isto sugere que outros trabalhos possam ser desenvolvidos para desvendar
melhor este fato (Amaral, Paiva et al., 2014, Vicens, Luke et al., 2014). Porém se
compararmos esses resultados com o primeiro experimento, é possivel elucidar
que a reversao dos efeitos deletérios pode ocorrer, mas demanda um periodo de
tempo maior que o esperado neste trabalho. No entanto, o numero de
espermatozoides no epididimo continuou diminuido, o que ainda implicaria numa
redugao da qualidade espermatica (Fernandez, Porto et al., 2008).

Diferente do primeiro experimento, a morfologia na avaliagdo tardia nao

apontou nenhuma diferenga entre os grupos tratados e o grupo controle, o que



93

sugere uma melhora na qualidade morfologica espermatica apés um tempo de

suspensao do tratamento com estanozolol.

CONCLUSAO

Analisando os resultados foi possivel concluir que o estanozolol esta ligado
a reducdo da qualidade espermatica e infertilidade em machos durante o uso
deste EAA. As alteragdes parecem ser revertidas, parcialmente, apds o periodo
de tratamento, no entanto, alguns parametros, de extrema importancia para a
qualidade espermatica, permaneceram com alteragdes significativas apontando
uma leve melhora nos seus resultados. Assim, evidenciam a necessidade de
nova pesquisa com maior tempo de repouso para confirmar os fatos. Diante
desses fatos, esses resultados suscitam preocupacdo quanto ao uso

desregulado deste medicamento pelos homens.
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Resumo

Os androgenos sdo horménios masculinos responsaveis pelos efeitos
androgénicos e anabdlicos nos homens. Efeito androgénico é o desenvolvimento
das caracteristicas masculinas e o efeito anabdlico € o aumento de massa magra
e diminuicdo de gordura. Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAAs) séo
medicacgdes derivadas, geralmente, da molécula da testosterona e possuem os
mesmos beneficios, porisso, o uso destas substancias esta cada vez maior entre
esportistas amadores e profissionais. O decanoato de nandrolona (DN) € um dos
EAAs mais utilizados atualmente, sendo necessario avaliar as reais a¢des deste
medicamento na saude reprodutiva masculina. Objetivo: Este trabalho tem
como objetivo avaliar a toxicidade reprodutiva do decanoato de nandrolona em
ratos Wistar em dois momentos: avaliagdo imediata (logo apo6s o final do
tratamento) e avaliacdo tardia (apds repouso do tratamento por 70 dias).
Métodos: 21 ratos foram divididos em 3 grupos: CN o grupo controle (tratado
com oOleo vegetal), N5 recebeu a dosagem de 5mg/Kg de DN e N10 recebeu
10mg/Kg, para realizacdo da avaliagdo imediata. Apos eutanasia, técnicas de
qualidade espermatica, histologia, morfometria e de dosagens hormonais, foram
realizadas. Ainda, 10 machos e 30 fémeas foram utilizados para a técnica de
inseminacgao artificial intrauterina (IA). Para a avaliagao tardia, outros 21 ratos
foram tratados e apos repouso do tratamento sofreram eutanasia e alguns
parametros analisados anteriormente foram refeitos, para avaliar a recuperagao
dos possiveis efeitos deletérios. Resultados: Na avaliacdo imediata, préstata,
epididimo e testiculo foram diminuidos em N5. N10 apresentou aumento no peso
da vesicula seminal cheia e vazia e diminuigdo do peso relativo do epididimo. Na
contagem de espermatozoides no epididimo, verificou-se os dois grupos com
numero reduzido na cabecga/corpo e no grupo N5 na cauda deste 6rgéao. Todos
0s grupos tiveram aumento de espermatozoides do tipo C (imdveis). Na IA, os
dois grupos apresentaram diminui¢ao do potencial fértil e aumento da perda pré-
implantagédo. Ainda, foi possivel observar significativo aumento de tubulos
seminiferos anormais com o aparecimento de células acidéfilas e vacuolizagdes.
Na avaliacao tardia, houve reducédo do peso de 6rgaos ligados a reproducgao
(prostata, vesicula, epididimo e testiculo) e também diminuigcdo dos niveis
séricos de testosterona, testosterona intratesticular e LH. Apresentaram
diminuicdo da contagem espermatica em todas as partes do epididimo e
diminui¢ao do transito espermatico neste 6rgao. E ainda, o grupo tratado com a
menor dose, mantem o aumento de células aciddfilas nos tubulos seminiferos.
Conclusao: O DN pode ter ligagdo com a infertilidade masculina, sendo que em
doses altas o efeito pode aparecer tardiamente, ou seja, apds o encerramento
do tratamento com a medicacgao.
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INTRODUGAO

Os androgenos sdo os horménios sexuais masculinos responsaveis pela
caracterizagao dos machos e o desempenho das fung¢des celulares e fisioldgicas
do sexo masculino. Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAAs) séao
medicamentos sintéticos derivados dos androgenos e utilizados para o
tratamento de varias doencgas, porém, também pode ser utilizado para melhorar
a estética corporal, devido as agbes anabodlicas que eles podem causar
(Andrade, Simao et al., 2018, Fink, Schoenfeld et al., 2018). O efeito anabdlico
mais comum causado pelo uso de EAAs € a hipertrofia, ou seja, 0 aumento na
massa magra que pode acontece pelo aumento da sintese de proteinas, o
aumento da fixagao de nitrogénio e a diminuicao do catabolismo de proteinas,
efeitos do uso deste tipo de medicacdo, por isso mesmo estes medicamentos
sdo utilizados na terapia clinica para ajudar em doengas que causam a
debilidade muscular nos individuos (Maravelias, Dona et al., 2005, Do Carmo,
Fernandes et al., 2011).

O decanoato de nandrolona (DN), comercializado como deca-durabolin, é
um anabolizante muito utilizado na pratica do fisiculturismo, em atletas
profissionais e frequentadores de academias, pelos seus efeitos anabdlicos,
melhorando sua performance e aparéncia corporal (Shokri, Hemadi et al., 2014,
Ahmed, 2015, Min and Lee, 2018).

A livre comercializagdo de EAAs ¢é proibida em varios paises; no Brasil, por
exemplo, é restrita e somente autorizada mediante prescrigdo médica. Porém a
facilidade da comercializacdo em outros paises, facilita a venda deste tipo de
medicacédo de forma ilegal nos paises com uso controlado (Ames and Souza,
2012, Moraes, 2015).

Trabalhos brasileiros com dados epidemiolégicos acerca do consumo de
anabolizantes sdo escassos, porém, pesquisas regionais apontam que pelo
menos 2% dos alunos em idade escolar ja fizeram uso deste tipo de medicagao.
Enquanto que nos Estados Unidos da América, o valor divulgado em trabalhos
cientificos, fica em torno de aproximadamente 3% dos jovens (Evans, 2004,
Iriart, Chaves et al., 2009, Venancio, Nébrega et al., 2010).
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As pesquisas experimentais sdo muito utilizadas em trabalhos de
avaliagdes toxicologicas. Porém, quando se trata de anabolizantes e reprodugéao
masculina a literatura é escassa (Ahmed, 2015). Quanto ao DN, alguns efeitos
no aparelho reprodutor masculino ja foram descritos, como por exemplo a
possibilidade do anabolizante causar danos no DNA dos espermatozoides
(Shokri, Hemadi et al.,, 2014). A combinacdo de exercicios e a dose
suprafisiolégica de DN pode aumentar a apoptose em células espermatogénicas
(Shokri, Aitken et al., 2010) e ainda, altas doses deste EAA reduz o volume dos
testiculos e o tamanho dos tubulos seminiferos (Noorafshan, Karbalay-Doust et
al., 2005). Entretanto, os reais efeitos nos testiculos ndao estdo bem elucidados
(Ahmed, 2015).

Assim, este trabalho tem como finalidade avaliar o impacto na reproducao,
bem como na qualidade espermatica e fertilidade dos machos tratados com
decanoato de nandrolona por um periodo de 10 semanas e também avaliar se

ocorre a recuperacao das alteragcdes apds a suspensao do uso, apés 70 dias.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Para este experimento foram utilizados ratos adultos (n=52) e ratas (n=30)
da linhagem Wistar (Rattus novergicus), com 45 dias. Os animais desta pesquisa
s&o oriundos do Biotério Central da Universidade Estadual Paulista (UNESP).
Todos os animais foram mantidos em caixas de polipropileno (43cm x 30cm x
15cm) com maravalha autoclavada. Na sala onde os animais foram
acondicionados a temperatura foi controlada (23+1°C) por termostato, ainda,
tiveram acesso irrestrito a 4gua e ragao para roedores (Presence). Os ratos
tiveram um periodo de adaptacao ambiental de 30 dias antes de iniciar os testes.
O projeto foi aprovado pelo Comité de Experimentacédo Animal (CEUA) da
UNESP, Botucatu/SP, com o numero de protocolo 938.

Desenho experimental
De inicio, foi realizada a avaliacdo imediata, onde 21 ratos adultos com 75

dias e pesando aproximadamente 250g, foram divididos em 3 grupos com 7 ratos
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em cada grupo: CN foi o grupo tratado com o6leo de milho, N5 representou os
animais tratados com 5mg/kg e N10 os com 10mg/kg de decanoato de
nandrolona diluidos em o6leo milho. Os ratos foram tratados semanalmente
através de injecao intramuscular pelo periodo de 70 dias.

O numero sobressalente de ratos (n=10) foram mantidos nas mesmas
condigdes, porém nao receberam tratamento, quando completaram 90 dias de
vida, eles foram vasectomizados para a estimulagao do utero das fémeas (n=30)
na técnica de inseminagao artificial intrauterina. As fémeas foram mantidas em
sala diferente, com ciclo reverso, 2 semanas antes da inseminacgao.

Na avaliagao tardia, ratos (n=21), foram divididos e tratados do mesmo
modo que na avaliagao imediata, com a diferenca que os animais ficaram 70 dias
sem receber tratamentos (repouso) para avaliagéo da possivel recuperagao dos

efeitos deletérios, este periodo é referente ao tempo de renovagao do ciclo

espermatico.
Avaliacdoimediata Avaliacdo Tardia
—
Inje¢do intramuscular Injecdo intramuscular
: Semanal Semanal
',# Oleo de milho Oleo de milho
4 Aing
)
-@ Grupo Controle Grupo Controle
CE (n=7) CER (n=7)
5mg/kg 5 mg/kg
E5 (n=7) E5R (n=7)
10 mg/kg 10 mg/kg
E10(n=7) E10R (n=7)
70 dias de tratamento 70 dias de tratamento
L. 70 dias sem tratamento
Eutandsia Eutanasia

Figura 1. Esquema dos tratamentos e avaliagdes realizadas.

Eutanasia e coleta de amostras (6rgaos, sangue e sémen)

No dia seguinte ao final do tratamento, os animais foram pesados e
eutanasiados em camara de COg, seguido por puncdo cardiaca. Apds abertura
abdominal, 6rgéos reprodutores foram coletados e pesados (testiculo, epididimo,
vesicula seminal e prostata). O sangue total coletado foi dispensado em tubos a

vacuo, centrifugados e tiveram as amostras de soro congeladas, para em outra
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ocasido, ser realizada a dosagem hormonal sérica dos horménios LH, FSH,

progesterona e testosterona.

Para coleta de amostra de sémen, o epididimo esquerdo foi removido e a
regido da cauda deste 6rgdo foi perfurada através da técnica de poking, a
perfuragdo ocorreu em meio HTF (human tubal fluid). O sémen coletado foi
utilizado na realizagdo das técnicas de inseminacao artificial intrauterina e
motilidade espermatica. Ainda, uma fragdo da cauda do epididimo foi congelada
a -20°C para determinar a morfologia espermatica, contagem espermatica e o
tempo de transito neste 6rgao. O testiculo esquerdo foi removido, descapsulado
e centrifugado para coleta do fluido testicular, que foi congelado a -4°C para
analise de dosagem hormonal de testosterona intratesticular, enquanto o
parénquima foi utilizado para contagem espermatica e producédo diaria de
espermatozoides. O testiculo direito foi pesado e mantido em fixador (Bouin),
para no futuro ser processado histologicamente, cortados (5um) e corados (H&E)
e mantidos em laminas histoldgicas permanentes para em outra ocasido serem
realizadas as analises histopatolégicas, dindmica da espermatogénese e

morfometria dos tubulos seminiferos.

Dosagens dos hormbénios testosterona, progesterona, FSH, LH e
testosterona intratesticular

O soro resultante do dia da eutanasia foi utilizado para dosagem dos
horménios testosterona, progesterona, horménio luteinizante, hormdnio
foliculo-estimulante e o fluido testicular proveniente do testiculo direito para
analise de testosterona intratesticular. Nesta avaliacdo as amostras foram
processadas pela técnica de radioimunoensaio de duplo anticorpo no
Laboratorio de Neuroendocrinologia da Faculdade de Odontologia de Ribeirao
Preto, USP. As dosagens de progesterona e testosterona (sérica e
intratesticular) foram mensuradas através do kit Coat-a-Count® assay
(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA), enquanto as
concentragbes de FSH e LH, foram obtidas através de kits especificos
fornecidos pelo National Institute of Arthritis and Diabetes and Kidney

Diseases (NIADDK). As amostras foram avaliadas no mesmo ensaio para
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evitar erros inter-ensaios. As variabilidades intra-ensaio foram de 3,4% para

LH, 2,6% para progesterona, 2,8% para FSH e 4% para testosterona.

Contagem espermatica no testiculo (produgéo diaria espermatica) e no

epididimo (tempo de transito).

Neste teste, o parénquima proveniente do testiculo esquerdo, foi
descongelado sob gelo, homogeneizado em 5mL de solugdo de
salina(0.9%)+triton-X100(0,05% )+mertiolate(0,01%) (STM). Ainda a amostra foi
diluida em solugdo STM (100uL amostra + 900y de STM), para entdo ser
processado em sonificador por 30 s. Apds este processo, aproximadamente
20uL foram dispostos em duas camaras de Neubauer e foram analisados 5
campos de cada camara em microscopio Optico Leica® no aumento de 400x.
Para calcular o numero de espermatides maduras e a PDE foi utilizado o mesmo
método de Robb et al. (1978). As duas divisdes de regides do epididimo (cauda
e cabegal/corpo) tiveram o mesmo processamento para a realizagdo da
contagem espermatica. Para estimar o tempo de transito dos espermatozoides
neste orgao, foi dividido o numero de espermatozoides em cada regidao do

epididimo pela PDE.

Motilidade espermatica

Para classificagao dos espermatozoides quanto a sua motilidade, o sémen
proveniente do poking da cauda do epididimo esquerdo foi homogeneizado em
meio HTF e uma camara Makler foi montada com cerca de 10uL de amostra para
leitura em microscoépio dptico da marca Leica®, no aumento de 400x. Ao todo,
100 gametas masculinos foram contabilizados e classificados quanto a
motilidade em: espermatozoides do tipo A, movel com trajeto progressivo; tipo B,

movel sem projeto progressivo e tipo C, imovel.

Morfologia espermatica

Espermatozoides provenientes do poking do epididimo e conservados em

solugédo de formol tamponado, também passaram pela avaliagcdo de morfologia
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dessas células. Para analisar a morfologia espermatica, esfregagos foram
preparadas e coberta com laminulas. Ap6s o periodo de aproximadamente 90
minutos foram analisadas em microscopio de contraste de fase e 100
espermatozoides foram classificados quanto a anormalidades de cabeca (sem
curvatura caracteristica, em forma de alfinete e isolada), cauda (enrolada,
quebrada, dobrada ou dupla) ou, na auséncia dessas alteragbes morfoldgicas,
foram avaliados como normais. Ainda, os espermatozoides foram avaliados

quanto a presenga ou auséncia de gota citoplasmatica.

Técnica de inseminagd&o artificial intrauterina (in utero)

Levando em consideracdo que os ratos produzem e ejaculam uma
quantidade elevada de espermatozoides e proporcionar maior sensibilidade para
a avaliacao de fertilidade, a técnica de inseminacao artificial intrauterina (1A) foi
realizada, ja que com a realizagao desta técnica , 0 numero de espermatozoides
inseminados em cada corno uterino € pré-estabelecido e semelhante, dando
assim, condi¢cdes de igualdade para a fecundagao dos ovécitos liberados em
cada corno do utero das ratas (Klinefelter, Welch et al., 2002, Fernandez,
Fernandes et al., 2017). Para realizar esta técnica foram utilizadas 30 fémeas,
dessas apenas 21 fémeas, que estavam receptivas (no dia do experimento) aos
machos previamente vasectomizados (cauterizagcao de ductos deferentes) e com
limpeza dos ductos espermaticos realizada (sem espermatozoides), foram
escolhidas para a realizagao da técnica de inseminacgao artificial in utero. Para
realizagcao desta técnica os espermatozoides sdo provenientes da técnica de
poking e sao diluidos em meio HTF na proporcao de 1/10 foram contados em
camara de Neubauer e injetados 5x10° espermatozoides em cada corno uterino
(Klinefelter, Laskey et al., 1994, Kempinas, Suarez et al., 1998). Cada fémea
recebeu, apos exposicdo do corno uterino por abertura abdominal, os
espermatozoides de um rato dos grupos tratados e depois seu abdémen foi
suturado. Foram mantidas isoladamente em gaiolas e monitoradas varias vezes
durante o dia. Apdés 20 dias, essas mesmas fémeas foram eutanasiadas em
camara de CO2, seguida por decapitagdo para a realizagdo da coleta de
parametros relativos a fertilidade. No ovario, o peso do 6rgao e numero de corpos
luteos foi avaliado. No utero, o numero de reabsorgdes, de implantes e de fetos,
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bem como o peso do 6rgdo e dos fetos também foi mensurado. Frente a esses
resultado, foi possivel definir o potencial fértil (eficiéncia das implantagdes):
numero de implantagdes/numero de corpos luteosx100; a taxa de prenhez:
numero de fémeas prenhes / numero de fémeas inseminadas x 100; taxa de
perda de pré-implantacdo: (numero de corpos Iluteos-numero de
implantes/numero de corpos luteos)x100 e a taxa de perda pdos-implantagao:

(numero de implantes-numero de fetos vivos)/numeros de implantesx100.

Esta técnica somente foi realizada na avaliagdo imediata, ja que a politica
dos 3 “Rs”, reduzir, reciclar e reutilizar, foi contemplada neste estudo e ainda
levando em consideragdo o entendimento que se ocorresse 0 aumento da
qualidade espermatica aumentaria as taxas avaliativas de fertilidade e o

contrario também seria verdadeiro.

Avaliagdo histopatologica

Nas secgdes de testiculos ja coradas, a avaliagdo histopatoldgica foi
realizada analisando 100 secg¢des de tubulos seminiferos randomizados,
observando o aspecto do epitélio, conteudo da luz e intersticio dos testiculos,
de forma que possiveis lesbes morfologicas desses oOrgaos fossem
classificadas (Foley, 2001). Os tubulos foram classificados como anormais
(mediante presenca de células aciddfilas, vacuolizagdo, células
multinucleadas, espermatides retidas, degeneragcdo de tipos celulares e
esfoliacéo de células na luz) ou normais (presenga de concéntrica € normal
organizagao das células germinativas), as analises foram realizadas através

de microscopio de 6ptico Leica® (400X).

Avaliagdo morfométrica dos testiculos

Para avaliagao do didmetro dos tubulos seminiferos e da espessura do
epitélio germinativo foram avaliadas dez secgbes de tubulos seminiferos por
animal do grupo controle e tratado com decanoato de nandrolona no estagio
IX da espermatogénese. Para tanto foi utilizado um microscépio Leica DMLB,
aumento de 400X usando um analisador de imagem programa Leica Q-win

software Versao 3 for WindowsTM.
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Dinémica da espermatogénese

Laminas histolégicas, coradas em H&E, com 3 secg¢des de cortes do
testiculo dos ratos foram avaliados e seus tubulos seminiferos foram analisados
e classificado quanto ao estagio do ciclo da espermatogénese o tubulo se
encontrava: estagio |-Vl (duas geracbes de espermatides), estagio VII-VIII
(espermatide madura), estagio IX-XIlll ( somente uma geragédo de espermatide)
e estagio XIV (presencga de espermatocito secundario). Foram analisados 100

tubulos entre as 3 secgdes e a frequéncia relativa dos estagios foi estimada.

Anélise estatistica.

As analises de resultados de diferentes parametros entre os grupos
experimentais foram comparadas utilizando o teste ANOVA ou Kruskal-Wallis
seguido por Tukey ou Dunnett, respectivamente, de acordo com a definicdo da
variavel ser paramétrica ou ndo paramétrica. Ainda, para avaliar a associagao
entre variaveis qualitativas, o teste chi-quadrado de Pearson foi o usado. As
diferengas foram consideradas estatisticamente significantes quando p <0,05.

Estas analises foram conduzidas no GraphPad Prism (6.00).

RESULTADOS

Avaliagcéo imediata

Como resultado, foi encontrado que o peso da préstata ventral apresentou
reducao no grupo tratado com menor dose, tanto em seu peso absoluto quanto
em seu peso relativo, enquanto o grupo N10 nédo apresentou diferenga em
relacdo ao grupo controle. A vesicula seminal (cheia e vazia) mostrou peso
superior ao do grupo controle em N10, mas quando comparado o peso relativo,
o0 aumento nao se repetiu. O peso absoluto do epididimo apresentou redugcao
em N5, porém quando levado em consideragao o peso relativo deste érgéo,
ambos os grupos tratados mostraram resultados inferiores a média do grupo
controle. No testiculo, somente o grupo tratado com a menor dose, mostrou

redugéo do peso (Tabela 1).



Tabela 1. Peso corporeo final e peso de 6rgaos reprodutores
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Parametro

CN

N5

N10

Peso final (g)

Préstata ventral (mg)

Prostata ventral
relativa (mg/100g)
Vesicula seminal

cheia (mg)

Vesicula seminal

cheia relativa
(mg/100g)

Vesicula seminal

vazia (mg)

Vesicula seminal
vazia (mg/100g)

Epididimo (mg)

Epididimo (mg/100g)

Testiculo (g)

Testiculo relativo

(mg/100g)

443,20+19,16
501,20+£94,20
110,70+17,89

888,30£122,70

199,10+25,18

397,50+48,64
89,12+9,73

660,70+£33,01

150,10+7,96
1,78+0,05

407,40+23,04

491,30+19,13
257,90+44,90**
51,40+7,52**

721,20+£70,84

146,00+10,82

330,10+37,10
66,31+5,35
480,80+38,76**
98,62+8,38***
1,41+0,15*

298,80+32,31**

483,20+23,36
574,70+£63,30
119,00+12,09

1290,00+£125,00*

270,70+£30,52

562,10+45,39*
117,00+9,68
581,40+£30,66
121,00+5,68*
1,70+0,07

355,10+£15,42

Valores expressos em média + erro padrao da média, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001. Teste analise de varidancia — ANOVA com a posteriori de Dunnett.

Na figura 2, estdo expostos os resultados referentes as dosagens

hormonais, que mostram que nao houve alteracdo nas concentracdes dos

hormonios avaliados.
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Figura 2. Concentracgdes séricas e intratesticular de horménios. Teste analise de
variancia — ANOVA com a posteriori de Dunnett, p=0,05.

Na tabela 2, sdo demonstrados os resultados da contagem espermatica
testicular, e pode ser observado que nao houve redugdo no numero de
espermatides maduras e nem na PDE nos animais tratados com o esteroide
anabolizante estudado. Na contagem epididimaria, os dois grupos tratados
apresentaram reducdes do numero de espermatozoides na cabecga-corpo e
somente o grupo N5 mostrou numero de espermatozoides estatisticamente

inferior ao grupo controle na cauda deste érgéo.



Tabela 2. Contagem espermatica e tempo de transito espermatico.
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Parametros CN

NS

N10

Contagem espermatica testicular
Espermatides

(x10%/testiculo)

Espermatides

(x10%/g/testiculo)

157,90+20,28

109,40+13,19

Producgdo espermatica

i . 25,89+3,32
(x10%/testiculo/ diaria)
Producédo espermatica
17,94+2,16
(x108/testiculo/g/ diaria)
Contagem espermatica epididimaria
Cabega/corpo
N° de espermatozoides
135,40£13,72
(x108/6rgéo)
Tempo de transito
5,65+0,71
espermatico (dias)
Cauda
N° de espermatozoides
_ 213,90425,39
(x108/6rgao)
Tempo de transito
8,92+1,22

espermatico (dias)

107,10£18,17

98,24+18,81

17,66+2,97

16,11+3,08

81,70+20,85*

4,24+1,09

92,86+20,84*

6,84+1,47

151,90+16,78

104,20+10,33

24,90+2,75

17,08+1,69

76,50+7,59*

3,20+0,38

173,90+29,60

8,97+1,62

Valores expressos em média * erro padrao da média, *p < 0,05, **p < 0,01.

Teste analise de variancia — ANOVA com a posteriori de Dunnett.

Quanto a motilidade, fator importante para avaliar a qualidade espermatica,

foi observado que houve uma diminui¢gao dos espermatozoides do tipo A (mével,

com movimento progressivo) e aumento de gametas masculinos do tipo C

(imével), em ambos os grupos tratados (Figura 3).
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Figura 3. Motilidade espermatica. Valores expressos como mediana (1°quartil -
3°quartil), *p = 0,05, ** p < 0,01. Teste Kruskall-Wallis com a posteriori de Dunnett.

Na morfologia espermatica, n&o foram observadas significancias
estatisticas entre os grupos tratados e o controle na quantidade de
espermatozoides normais, como pode ser observado na tabela 3. Contudo, em
N5, apresentou redugédo nas anormalidades de cabega. A gota citoplasmatica

nao mostrou alteragdes nos grupos estudados.

Tabela 3. Morfologia espermatica

Parametros CN N5 N10

E,Z;’ermamm'des normals 95 50 (86,00-96,50) 97,50 (91,50-99,00) 95,50 (88,00-99,50)

Espermatozoides anormais (%)

Anormalidade de cabega 6,00 (3,00-7,00) 0,50 (0,00-3,50)* 3,00 (0,50-8,50)
Anormalidade de cauda 1,00 (0,50-4,00) 1,00 (0,00-1,50) 1,50 (0,50-2,00)
Gota citoplasmatica 24,00(12,00-31,50)  22,00(16,50-31,00)  35,00(27,00-50,00)

Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), *p < 0,05. Teste
Kruskall-Wallis com a posteriori de Dunnett.
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Atabela 4 expde os resultados da laparotomia apos inseminacgao artificial in
utero e mostra que a taxa de prenhez foi estatisticamente reduzida no grupo N10.
O potencial fértil também foi reduzido nos grupos que receberam o anabolizante
e ambos os tratamentos tiveram dados estatisticamente significantes, com
destaque para a menor dose, que apresentou valor de p<0,001.

Quanto as perdas pré-implantagcéo, também houve aumento significativo em
N5 e N10, com a menor dose tendo o valor de p<0,001. Houve aumento
estatisticamente significante nas perdas pds-implantagao, no grupo tratado com
a maior dose de DN, enquanto o grupo que recebeu a menor dose apresentou

resultado similar ao controle.

Tabela 4. Ensaios de fertilidade apds inseminacéio artificial intrauterina.

Parametros CN N5 N10
Taxa de prenhez (%) 100,00 71,40 57,14*
Potencial fértil (%) 81,81 57,70  69,80*
Perda pré-implantacgao (%) 18,18 42,30***  30,18*
Perda pés-implantagao (%) 11,10 14,60 45,90***

Valores expressos em porcentagem (teste chi-quadrado) *p < 0,05,
***p<0,001.

Os resultados expressos na tabela 5, mostram que na avaliacao
histopatoldgica, ambos os grupos tratados apresentaram redugdes nos numeros
de tubulos seminiferos normais, aumento da incidéncia de células acidéfilas, e
em N10, ainda houve aumento significativo de vacuolizagbes. Quanto a dinamica
da espermatogénese e a morfometria dos tubulos seminiferos, ndo houve

alteragdes nas comparagdes dos grupos tratados com o grupo controle.



Tabela 5. Avaliagbes histopatoldgicas,

morfometria tubular em ratos tratados com nandrolona
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dindmica espermatogénica e a

Parametros

CN

NS

N10

Tubulos seminiferos

normais (%)’
Tabulos seminifero
com células
acidofilas (%)"

Tabulos seminiferos

com vacuolizagao
(%)

Estagios I-VI (%)’
Estagios VII-VIII (%)’
Estagios IX-XIII (%)?

Estagios XIV (%)’
Altura do epitélio
seminifero (um)?
Diametro tubular
(um)?

82,00 (77,75 — 85,25)

12,00 (9,50 — 14,75)

6,00 (5,00 — 6,50)

42,00 (36,50 — 43,50)

16,50 (15,00 — 19,25)

38,00 (34,25 — 40,25)
7,00 (5,50 — 8,50)

86,75+2,44

278,00+6,41

67,00 (63,50 — 72,75)*

21,50 (18,50 — 25,25)*

9,5 (8,00 — 13,00)

42,50 (40,25 — 43,25)
15,00 (13,00 — 17,75)
36,00 (31,75 — 36,00)
7,50 (6,75 — 9,25)
80,64+3,07

276,90+4,65

66,50 (63,75 — 69,50)**

22,50 (21,00 — 26,25)*

10,00 (8,00 — 12,00)*

40,50 (37,75 — 41,75)
20,50 (16,50 — 23,50)
34,00 (29,00 — 36,75)
6,50 (4,75 — 7,25)
81,55+0,27

276,30+6,21

Valores expressos em medianas e intervalos interquantil ' ou médias + SEM 2,
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001. One-way ANOVA seguido por
Tukey ou teste de Dunnett, respectivamente.

Avaliagéo tardia

Objetiva analisar possiveis recuperacdes nas alteragdes dos resultados

apos o tratamento com DN ou ainda efeitos tardios do uso deste anabolizante.

Na tabela 6 € possivel analisar o peso corporal e dos 6rgdos apos a

suspensado do tratamento por 70 dias. Foi observado que todos os 6rgaos

reprodutores tiveram o peso diminuido em relagdo ao controle nos dois grupos

tratados, mesmo quando analisados os pesos relativos dos érgaos.
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Tabela 6. Peso corporeo final e peso dos érgéos reprodutores 70 dias
apods suspensao do tratamento com DN.

Parametros CNR N5R N10R
Peso Final (g) 402,40+18,82 395,20+12,61 402,80+6,35
Prostata ventral (mg) 593,00+62,03 82,29+12,45**** 176,60+54,93****
Prostata ventral relativa 125,70+8,81 16,53+2,68*** 36,46+11,20%*
(mg/100g)

Vesicula seminal cheia (mg) 1474+98,36 203,70+26,67**** 273,70+41,06****

Vesicula seminal cheia
relativa (mg/100g)

Vesicula seminal vazia (mg)

Vesicula seminal vazia
(mg/100g)

Epididimo (mg)
Epididimo (mg/100g)
Testiculo (g)

Testiculo relativo (mg/100g)

281,00+£18,23
565,30,5+53,99
106,50+6,89
674,30£23,73
129,70+7,92
1,82+0,11

349,90+£25,33

40,41+£54,13****
159,00+20,90****
31,464,49%***
309,60+25,29****
60,50+3,85****
1,17+0,08***

229,90+11,82***

57,00+8,52****
203,00£13,07****
42,38+3,08"**
381,30+£34,36™***
79,72+7,97**
1,19+0,08***

249,80+19,56™*

Valores expressos em média + erro padrao da média, *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001, ****p<0,0001. Teste analise de variancia — ANOVA com a posteriori

de Dunnett.

Quanto as dosagens hormonais,

apo6s periodo de

recuperagao,

diferentemente do que foi observado na avaliagao imediata, na avaliagao tardia

houve redugdo das concentracbes séricas de LH, testosterona sérica e

testosterona

intratesticular

em ambos os tratamentos.

Enquanto as

concentragdes de progesterona e FSH nao foram alteradas (Figura 4).
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Figura 4. Concentracdes séricas e intratesticular de horménios, 70 dias
apo6s suspensao do tratamento com DN. Teste analise de variancia — ANOVA
com a posteriori de Dunnett, **p<0,01, ***p=<0,001 e ****p<0,0001.

Na contagem espermatica testicular os resultados demonstram
diminui¢des estatisticas no numero de espermatides maduras e producao diaria
espermatica (PDE), mas esses dados nao se repetem quando sao levados em
consideragao o peso do testiculo, como pode ser visto na tabela 7. Ainda, na
mesma tabela, na contagem epididimaria, ficou evidente a diminuicdo
significativa do numero de espermatozoides e do transito dos espermatozoides,

tanto na cabeca/corpo quanto na cauda, do epididimo.
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Tabela 7. Contagem espermatica e tempo de transito espermatico, 70
dias apos suspenséao do tratamento com DN.

Parametros CNR N5R N10R
Contagem espermaética
testicular
Espermatide 246,10+23,04 153,2048,71** 179,90+19,4*

(x10%/testiculo)

Espermatide
(x10%/g/testiculo)

Producgdo espermatica
(x10%/testiculo)

Producgdo espermatica
(x10%/gltesticulo)

Contagem espermaética
epididimaria

Cabega/corpo

Numero de espermatozoides
(x108/testiculo)

Tempo de transito
espermatico (dias)

Cauda

Numero de espermatozoides
(x10%/testiculo)

Tempo de transito
espermatico (dias)

165,10+13,84
40,35+3,70

27,06+2,26

174,00£17,78

4,34+0,30

292,50+21,34

7,62+0,79

155,50+13,68
25,11£1,40**

25,49+224

34,39+10,02****

1,38+0,39****

30,74£11,12%*

1,21£0,42****

175,80+14,39
24,49+£3,19*

28,81+2,35

46,42+12,67***

1,60£0,44***

50,08+4,72****

1,86+0,31****

Valores expressos em média * erro padrao da média, *p < 0,05, **p < 0,01,
***p<0,001, ****p=<0,0001 Teste de analise de variancia — ANOVA com a

posteriori de Dunnett.

A analise de motilidade espermatica na avaliacéo tardia, representada na

figura 5, mostra que somente houve diminui¢des significativas na motilidade no

grupo N5 nos espermatozoides do tipo A e B. Nos espermatozoides do tipo C, o

aumento ndo foi estatisticamente significante em nenhum dos grupos tratados.
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Figura 5. Motilidade espermatica 70 dias apds suspensao do tratamento com
DN. Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), *p < 0,05, ** p <
0,01. Teste Kruskall-Wallis com a posteriori de Dunnett.

A morfologia espermatica, na avaliagao tardia, esta expressa na tabela 8 e
€ possivel observar que somente o grupo tratado com menor dose apresentou
resultados diferentes do grupo controle, com diminui¢do da porcentagem de

espermatozoides normais e aumento das anormalidades de cabeca.

Tabela 8. Morfologia espermatica 70 dias apds suspensao do tratamento
com DN.

Parametros CNR N5R N10R

Espermatozoides 91,00(90,00-92,00)  77,00(58,00-82,00)*  85,50(68,00-89,00)
normais (%)

Espermatozoides anormais (%)

Anormalidade de

2,00(0,00-6,50) 10,50(6,00-14,00)* 6,00(3,50-10,00)
cabecga
Anormalidade de cauda 6,50(5,50-10,00) 9,00(8,00-36,00) 13,50(7,50-25,00)
Gota citoplasmatica 32,00(19,50-33,50) 22,00(18,00-30,00)  24,00(21,00-35,00)

Valores expressos como mediana (1°quartil - 3°quartil), *p < 0,05. Teste Kruskall-
Wallis com a posteriori de Dunnett.

Na avaliagcdo dos resultados de histopatologia, foram encontradas
reducdes do numero de tubulos seminiferos normais, com aumento de células

aciddfilas e de vacuolizagdes no grupo de animais tratados com a menor dose,
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o grupo tratado com a maior dose, ndo obteve alteragcbes estatisticamente

significantes (Figura 6). A dindmica da espermatogénese também néo

apresentou alteragbes nos grupos tratados. Ja& na morfometria dos tubulos

seminiferos, em N5, foi encontrada uma reducéo significativa na altura do epitélio

germinativo (Tabela 9).

Tabela 9. Avaliagdes histopatologicas, dindmica espermatogénica e morfometria
tubular em ratos tratados com nandrolona 70 dias apds suspenséo do tratamento.

Parametros

CNR

N5R

N10R

Tudbulos seminiferos

normais (%)’

Tubulos seminifero com
células acidéfilas (%)’
Tubulos seminiferos
com vacuolizagio (%)"

Estagios I-VI (%)’

Estagios VII-VIII (%)’
Estagios IX-XIII (%)’

Estagios XIV (%)’

Altura do epitélio
seminifero (um)?2

Diametro tubular (um)?

79,00 (73,00 — 80,25)

11,00 (10,00 — 13,00)
5,00 (4,00 - 6,00)
42,00 (39,50 — 44,25)
17,00 (15,50 — 20,50)
33,00 (31,75 - 38,00)
8,00 (7,00 — 9,50)
88,61+1,13

270,50+3,52

67,00 (63,00 — 69,00)**

23,00 (21,25 - 26,50)**

9,00 (9,00 — 10,50)**
39,00 (37,00 — 41,75)
17,00 (16,00 — 19,00)
34,00 (30,50 — 36,75)
8,00 (5,00 — 9,00)
75,1242,48*

230,20+9,76

70,00 (67,00 — 72,00)
17,00 (12,25 — 18,75)
7,00 (6,00 — 8,50)
40,00 (39,50 — 43,25)
18,00 (17,25 — 19,00)
32,00 (29,75 — 36,50)
7,00 (5,50 — 9,50)
75,5642,90

235,40+6,41

Valores expressos em medianas e intervalos interquantil ' ou médias + SEM 2,
*p<0,05, **p<0,01, ***p=<0,001, ****p<0,0001. One-way ANOVA seguido por

Tukey ou teste de Dunnett, respectivamente.
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Figure 6. Imagem de secgbes testiculares dos grupos experimentais tratados
com decanoato de nandrolona apds repouso de 70 dias (avaliagao tardia). Note,
nas setas pretas, a presenga de células aciddfilas e nas setas brancas, a
presenca de vacuolizagdes em D e F.

DISCUSSAO

O DN é uma medicagao muito comum entre atletas e amadores devido ao
fator anabdlico que ela possibilita, sendo um dos EAAs mais utilizados no mundo
todo (Cunha, Cunha et al., 2004). Estudos sobre os efeitos toxicolégicos deste
anabolizante se fazem necessarios, principalmente no fator reprodutivo, para
conscientizar os usuarios dos efeitos colaterais de uma forma mais consistente
(Zahmatkesh, Najafi et al., 2014).

Em ratos, estudos toxicologicos sobre a agdo de agentes quimicos, deve
sempre levar em consideragao a avaliagdo de peso corporal final e dos 6rgaos
reprodutores uma vez que sao indicadores do status de saude e toxicidade (Tyl,
2002). Na avaliagao imediata, os pesos corporais dos animais nos varios grupos
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nao apresentaram nenhuma diferenca; o mesmo ja vem sendo relatado em
varios trabalhos (Shokri, Aitken et al., 2010, de Almeida Chuffa, de Souza et al.,
2011). No entanto, os érgaos reprodutores como préstata ventral, epididimo e
testiculo apresentaram redug¢ao de peso no grupo tratado com menor dose, uma
reducdo de mais de 50% na préstata, 27% no testiculo e de 35% no epididimo,
resultados semelhantes ja foram relatados em outros estudos (Shokri, Aitken et
al., 2010, Gronbladh, Johansson et al., 2013, Vargas, Oliveira et al., 2013). No
entanto, ja se sabe que os horménios FSH e LH estimulam a secrecéo de
testosterona, ajudando no desenvolvimento e no crescimento dos testiculos. A
utilizagdo de andrégeno exoégeno pode suprimir a produgédo de testosterona, o
que causaria a atrofia testicular em homens e ratos, além disso, os outros érgaos
reprodutores, como epididimo e préstata, também s&o influenciados pela
quantidade de testosterona circulante e o uso de AAS pode causar modificagdes
morfoldgicas nestes érgaos (Justulin, Ureshino et al., 2006), porém, a reducao
na concentracdo do horménio masculino nado foi comprovado na avaliagao
imediata, o que ndo ficou muito bem esclarecido, no entanto foi constatado na
avaliagcdo tardia, o que justificaria a redugédo do peso destes 6érgéos neste
experimento (Noorafshan, Karbalay-Doust et al., 2005, Shokri, Aitken et al.,
2010). Estes resultados divergiram dos achados de outros estudos em que
houve a redugéo da concentragao de testosterona circulantes (Ahmed, 2015, Min
and Lee, 2018).

Na avaliagao imediata foram encontradas redugdes significativas na
contagem espermatica na cabeca/corpo dos epididimos em ambos 0s grupos e
na cauda no grupo tratado com menor dose, resultados se repetiram na segunda
avaliagao com redugédo em todos os grupos e todas as partes do epididimo. Ja
em relagao ao testiculo, somente foi observado reducdo na avaliacéo tardia,
diferente do encontrado por Shokri et al. (2010), onde foi encontrado a redugao
da contagem espermatica testicular em avaliagdo imediata, justificado pela
disfuncdo do eixo hipotalamico-pituitaria-adrenal. Porém, além disso, a
contagem espermatica € outro fator determinante que pode causar alteragéo no
peso de 0rgaos, e esse corroboraria com os resultados apresentados de redugao
do peso do epididimo na primeira avaliagédo (Ban, Komatsu et al., 1995, Tyl,
2002).
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Parametros relacionados a qualidade espermatica sdo importantes para
avaliar a capacidade fértii dos machos (Yeung, Weinbauer et al., 1999). A
motilidade e morfologia sdo variaveis pertinentes neste tipo de estudo, ja que um
parametro pode influenciar em outro, levando em consideracado que aberracdes
morfolégicas podem reduzir a motilidade dos espermatozoides (Wyrobek and
Bruce, 1975). Os resultados da avaliagdo imediata, nao revelaram aumentos
significativos no numero de espermatozoides anormais nos animais tratados
com DN, diferente do apresentado na avaliacao tardia, onde houve reducdes na
numero de espermatozoides normais e aumento das anormalidades de cabecga,
0 que corrobora com os achados nas analises histopatologicas, onde foi
mostrado aumento no numero de células acidoéfilas e de vacuolizagdes, o que
exprime dificuldade na espermatogénese e que pode acarretar em aberragdes
morfolégicas nestes gametas (Mohd Mutalip, Surindar Singh et al., 2013, Min
and Lee, 2018). Porém, ambos os grupos tratados apresentaram diminui¢cao de
espermatozoides do tipo A, os mais capacitados para fecundar, tendo como
contrapartida o aumento de gametas imoveis (tipo C), desta forma, problemas
nesta funcdo, podem levar a infertilidade masculina. Estes resultados, sao
similares aos achados de Ahmed (2015), que por sua vez, também encontrou
reducao da motilidade dos gametas masculinas, porém, os resultados revelaram
aumento nas anormalidades espermaticas em avaliagao imediata. A qualidade
espermatica na avaliacdo tardia foi comprometida, com o numero de
espermatozoides reduzidos em todos compartimentos do epididimo e diminuicédo
do tempo de ftransito que pode ocasionar aberragcbes morfolégicas e
espermatozoides imaturos pela rapida passagem por este 6rgao (Fernandez,
Porto et al., 2008, Robaire and Hamzeh, 2011). O que deixa evidente que na
avaliacao tardia a morfologia espermatica apresentou diminuigdo do numero de
espermatozoides normais e aumento e nas anormalidades de cabecga e cauda.

Com a motilidade comprometida, os resultados da inseminagao artificial
intrauterina demonstraram uma notavel reducdo no potencial fértil nos dois
grupos tratados e um aumento na perda pré-implantagao, o que pode demonstrar
a incapacidade de fertilizacao dos espermatozoides dos ratos tratados com
decanoato de nandrolona. A maior dose ainda apresentou diminui¢ao na taxa de

prenhez e aumento na perda pos-implantagdo, o que sugere que o DNA



121

espermatico pode ter sido comprometido, como ja elucidado por varios estudos
(Shokri, Hemadi et al., 2014, Ahmed, 2015, Fernandez, Fernandes et al., 2017).

Interpretando os dados obtidos podemos elucidar que o desequilibrio
hormonal acontece apds cessada a exposicdo dos animais aos hormdénios
exdgenos sintéticos, o que acarreta a diminuicdo da qualidade espermatica e
provavel infertilidade masculina. Para que isso ocorra, uma possivel degradagao
das células de Leydig ou deficiéncia em suas fungdes pode ser o motivo
causador deste efeito deletério, ja que atrofias, mudangas morfologicas e
quimicas e aparecimento de tumores nestas células, foram citados
anteriormente em pesquisas experimentais sobre o assunto (Nagata, Kurosawa
et al., 1999, Salerno, Cascio et al., 2018). Para que seja possivel compreender
melhor a agao deste EAA sera necessaria uma analise estrutural das células de
Leydig e se houve uma possivel degradacao dessas células nos animais tratados
para avaliar se os efeitos podem ser permanentes. Ademais, outros estudos
relatam que diminui¢des morfométricas dos tubulos seminiferos acompanham
as disfung¢des nas células de Leydig (Winters, Moore et al., 2018), o que pode
ser observado na avaliagcao tardia experimento, com reducdes na altura do
epitélio seminifero, o que ja tinha sido observado previamente por Noorafshan,
Karbalay-Doust e Ardekani (2005). E ainda, Pomara et al. (2016), encontrou que
as células de Leydig mostram problemas porque interferem na expressao dos
genes StAR e CYP17A1 causando interferéncia na producéo de testosterona
apods o tratamento com DN .

Os resultados deste estudo, ainda corroboram com a pesquisa de Kahal e
Allem (2018), que também chegou a concluséo que as alteragdes causadas pelo
tratamento suprafisiolégico com decanoato de nandrolona tem seus efeitos
deletérios nos testiculos agravados apos 6 semanas de encerramento do
tratamento, neste trabalho, o tempo foi maior, de 10 semanas e ainda nao foi
possivel observar a recuperagdo das alteracbes causadas pelo uso deste
esteroide androgénico. Em outro estudo, com a pausa do periodo de reverséo
dos efeitos, com duracido de 14 semanas, os mesmos resultados foram
encontrados com a diminuicdo da qualidade espermatica, porém com 28
semanas, houve melhora dos resultados dos parametros espermaticos
(Karbalay-Doust, Noorafshan et al., 2007). Isto indica que as alteragdes

ocorridas pelo tratamento com DN tem um prazo longo para serem recuperadas.
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Em estudos com humanos e outros tipos de EAAs mostram-se a recuperagao
dos efeitos deletérios do tratamento com anabolizantes, pode variar de 3 a 10
meses, existindo ainda pesquisas que acreditam que a recuperacao total nunca
acontece quando o tratamento ocorre de forma continua com essa medicacao e
ainda pode acarretar na azoospermia, levando em consideracdo que o
espermatozoide humano é mais sensivel que os gametas masculinos de outros
mamiferos, como o do rato por exemplo (Holma, 1977, Martikainen, Alen et al.,
1986, Lukas, 1993, Boyadjiev, Georgieva et al., 2000, Park, 2018).

CONCLUSAO

Analisando os resultados, podemos concluir que o DN esta ligado a
reducao da qualidade espermatica e infertilidade masculina logo apds encerrado
o tratamento e o mais preocupante € que seus efeitos pioram depois de um
periodo de repouso de 10 semanas, com aumento dos efeitos deletérios em
parametros espermaticos, o que mantém a preocupacao com a utilizagao desde

medicamento por seres humanos.
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VIl - CONCLUSAO GERAL

Baseado nos fatos esclarecidos neste trabalho, podemos observar que
todos os EAAs estudados tem relagdo com a diminuicdo da qualidade
espermatica e problemas com a fertilidade em ratos machos. Porém, diferengas
foram apontadas tanto para a agressividade dos efeitos deletérios causados
pelos anabolizantes quanto para o periodo em que os efeitos pioram.

A oximetolona teve a maior problematica nas dosagens hormonais,
reduzindo bruscamente os niveis de LH, FSH e testosterona intratesticular nos
animais tratados com esta medicacao, o que ocasionou problemas na qualidade
espermatica. Porém, apds a avaliagao tardia, pode-se observar que as redugoes
hormonais sdo recuperadas apds o repouso do tratamento e as outras alteragdes
na qualidade espermatica caminham para a recuperagao.

Enquanto que o estanozolol, diminuiu drasticamente as dosagens
hormonais, qualidade espermatica e a fertilidade nos ratos que foram tratados
com este EAAs na avaliagdo imediata, contudo, na avaliagdo tardia, as
alteragbes se recuperaram parcialmente, havendo a necessidade, talvez, de
maior tempo de repouso para obtencao da total recuperacao.

Ja o decanoato de nandrolona, apresentou alguns efeitos deletérios na
qualidade espermatica e de fertilidade na avaliacdo imediata e drasticos efeitos,
como redugdes das concentragbes hormonais e na qualidade espermatica na
avaliagdo tardia, o que demonstra ser o mais agressivo dos EAAs analisados,
pelos efeitos piorarem repouso do uso deste medicamento.

Contudo, fica evidente, que a preocupacédo com o uso de EAAs é um fato
comprovado, sobretudo em relagdo a saude reprodutora dos machos e que a
utilizacdo desnecessaria desta categoria de medicamentos deve ser evitada

pelos seres humanos.
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IX - ANEXOS



Tabela descritiva dos resultados

Qualidade espermatica
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Morfologia Motilidad Contagem Contagem PDE TT Peso de érgdos Fertilidade (IA) Dosagem hormonal Histopatologia Morfometria Ciclo
e testiculo epididimo esperm
atico
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Tel 14 3880 0851 - e mail: secdta@ibb unesp.ln
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Aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UNESP
com o nome do aluno

AYA ' \ !4‘ ?

un ATy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA :t

esp ULIO DE MESQUITA FILHO" ms,’ 7
Canmpus de Dolucaty
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Certificado

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagio da toxicidade
reprodutiva de anabolizantes em ratos Wistar machos adultos”,
Protocolo n® 938-CEUA, sob a responsabilidade de Wilma De
Grava Kempinas e colaboracio de Ramdo Souza de Deus Junior,
que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 9 de outubro
de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE EHCA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), nesta data.

Finalidade: | ( )Ensmo "' x) Pesquisa Cientifica
v;géricié do Projeto: | Inicio: 10/1/2017 | Término: 28/02/2020
Especxe/lmhagem Rato Wz.star eamseemsrae e
e — e
|Peso: ooy T iadeis
"Sexo: | D Macho efemea |
tOngem Bk | Bwténo Central da Unesp Cémpus de Botucatu 1

Botucatu, 9/fe dezembro de 2016.

Y’ Prof. Adj. Lucia Helena ODwyer de Oliveira
Vice-Presidente da CEUA

Instituto de Block¥nclas - Diretorfa Técnica Académica
Distrito de Rublio Jdnikg sf«"CEP 18618-970 Botucatu SP Brasil
Tel 14 3680 0851 fax 14 3815 3744 e-mall: secdta@ibb unesp.br
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Declaragao de direitos autorais.

Declaragao

As obplas de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, Jd publicados ou
submalidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressas sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacao/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
AVALIACAOC DA TOXICIDADE REPRODUTIVA DE ANABOLIZANTES EM RATOS
WISTAR ADULTOS, n&o Infringem os dispositivos da Lel n.* 9.610/98, nem o direito
autoral de qualquer editora,

Campinas, 05 de dezembro de 2015,

Asslnatura® ____ M Eg’ 3
Nome da{a)} autor(a): 10 Jouza de Deus Junior

RG n.® 63575166

7 A 1} y ; ’
Assinatura ; -/P‘{’.W'f ) T
Nome do(a) orientador(a); Mary Anne Held| Dolder
RG n." 31188420
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