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RESUMO

A cada década o uso indiscriminado de esteroides anabolizantes androgénicos
(EAA) vem aumentando nas academias, pelo fato de promover aumento de forca
sem ganho de peso extra, ndo se converter em estrogeno, aumentar
rapidamente a forma fisica, além de ajudar na perda de gordura preservando a
massa muscular. No entanto, o uso indiscriminado e sem prescricdo medica,
pode causar complicacdes cardiovasculares, disfuncdo hepatica, leséo renal,
distarbios psiquiatricos, reducéo da tiroide e infertilidade. Objetivamos investigar
os efeitos do estanozolol sobre a presséo sistdlica, parametros renais, hepaticos
e comportamentais em ratos sedentarios e treinados, além de Descrever o perfil
de praticantes de musculagédo de Pernambuco que fazem uso de EAA. Para
tanto, foram selecionados 40 animais, com 90 dias e divididos em quatro grupos:
grupo controle veiculo (n=5) que recebeu solucdo salina, via intramuscular e o
grupo controle estanozolol (n=5) no qual foi administrado estanozolol, grupo
controle treinado (n=5) recebeu solucdo salina, via intramuscular e treinou
natacdo, grupo treinado estanozolol (n=5) recebeu estanozolol intramuscular e
treinou natacdo. O estanozolol apresentou aumentos significativos no estresse
oxidativo. Além de promover alteracbes comportamentais entre ratos que
cresceram juntos, acarretando na elevacao da agressividade durante e apés o
uso do esteroide. Avaliamos o perfil dos usuarios de EAA na regido metropolitana
de Recife-PE. O uso de estanozolol compromete os sistemas cardiovascular,
renal, hepético e promove aumento no comportamento agressivo, em elevadas
doses. Algo que precisa ser contornado, tendo em vista o impacto negativo na
saude, quando ndo prescrito adequadamente.

Palavras-chave: Esteroides Anabolizantes, Efeitos Colaterais, Academias De

Musculacdo, Comportamento Agressivo, Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Every decade, indiscriminate use of stanozolol has been increasing in gyms, as
it promotes increased strength without extra weight gain, does not convert to
estrogen, does not cause excess water retention, and helps with fat loss while
preserving mass muscle. However, indiscriminate use without a prescription can
cause cardiovascular complications, liver dysfunction, kidney damage,
psychiatric disorders, thyroid reduction and infertility. We aimed to investigate the
effects of stanozolol on systolic pressure, renal, hepatic and behavioral
parameters in sedentary and trained rats, in addition to describing the profile of
bodybuilding practitioners in Pernambuco who use steroids (EAA). Considering
that the literature only addresses physical activities. For this purpose, 40 animals
were selected, aged 90 days and divided into four groups: vehicle control group
(n=5) that received saline solution, intramuscularly and the stanozolol control
group (n=5) in which stanozolol was administered, control group trained (n=5)
received saline solution, intramuscularly and trained swimming, trained group
stanozolol (n=5) received intramuscular stanozolol and trained swimming.
Stanozolol showed significant increases in arterial pressure and oxidative stress.
In addition to promoting behavioral changes among rats that grew up together,
resulting in increased aggression during and after steroid use. 30.2% of the
sample consisted of AAS users. The use of stanozolol compromises the
cardiovascular, renal and hepatic systems and promotes an increase in
aggressive behavior at high doses. Something that needs to be worked around,

in view of the negative impact on health, when not properly prescribed.

Keywords: Anabolic Steroids, Side Effects, Bodybuilding Academies,

Aggressive Behavior, Oxidative Stress.



Capitulos
I

SUMARIO

IR [ 11 Yo [ %= Lo TSR PUORR
2. ReVIS80 de literatura............cueevvvieiiiiiiiiiieeeneeee e
2.1.Hormonios esteroides anabolizantes ............cccccvvvvevevvevnnnnnns
2.2. EStAN0ZO0IO0L........ceiiiiiiiiiiieiiee e

2.3. FUNCAO RENAL......ccoiiiiieee e

2.4. ESIresse OXIdaAtiVO. . .. cou e

2.5, ANIOXIAANTIES. ...

2.6. Hormonios Anabolizantes e Estresse Oxidativo...................
2.7. Esteroides, Comportamento e Agressividade.....................

3. ODJELIVOS. ..ttt
3.1. Objetivo Geral..........cooevuuiiiiiiiiiii e
3.2. Objetivos eSpecCifiCOS .......ccevieiiiiiiiieeiiiie e

4. Material € MetOUOS ....cneeeeeeee e e

Aspectos relacionados com o uso de esteroides androgénicos
anabolizantes e seus impactos em desportistas..............ccecc......

RESUMO € ADSIIACT. .. e e

DS CUSSAD. .. ettt e e
CONCIUSAD. .. et e e e e e e e eaee

REIEIENCIAS. ..

Pag.
12
13
13
17

18
19

20



Anexos

RESUIAAOS. ...t 57
Discussao e Conclusdo_ Referéncias.........ccccceevvvvvvvvvviiciiineenn. 60
Introdu

Anabolizante androgenico (estanozolol) altera o sistema redox

de ratos sedentarios e treinados............cooeeeeeeeicceccciiiiiiiee e 64
RESUMO € ADSIIACT. .....eiiiiiiiiiiie et 65
(oo [¥ o= To J PSSR 67
Material € MELOUOS. ......uuvviieiiiiieeeeee e e 70
SIS U 7= To [0 1 RSP 75
DISCUSSA0......ceiiiiiiiitiiiieiiee ettt ettt e e e e e e e e e s st eeeeeeaaaaeaeesaaans 84
CONCIUSEOD. ...ciiiiiiiiee et e e 89
] (=] (=] [ = L 90

Acdo do anabolizante androgenico (estanozolol) na

histofisiologia dos ratos sedentarios e

L L=] ] 0= To [ 1 97
INEFOAUGAOD. ......ciiiieeeeeeee e e e e e e e e e e e e e e eeeeneaens 97
(Y F= 1106 (o] (0 o | = NPT PPPPPPPPRPPPPP 99
Resultados HiStOQUIMICA .......evvvieiiiiieeeeiiiiiiiiiiee e 102
Resultados parametros fisologicos .........coeeeeeiiiiiiiiieiciccceee e, 108
DISCUSSA0. ...ttt ettt ettt e e e e e e s s s e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnes 109
CoNClUSE0 € REfEIeNCIAS........ceveviieiiiiiiiiie e 111

O esteroide anabolizante androgenico estanozolol altera o
sistema redox renal, hepatico e -cardivascular de ratos

sedentarios € treiNAdOS. .........oeeveeiii it 124
INEFOAUGAD. ...ttt 125
Material € METOUOS. .......uuuuriiiiiiei e e e e 126
Resultados € diSCUSSA0...........ccciviiiiiiiiiiiiiie e 127
DISCUSSA0......eeeieiieiiiiiiiiieea e e e e e e ettt s e e e e e e e e e e eeeas 127
Conclus@o e Referéncias.........cccuvvviiiiiiiiiiiiiiieee e 128



LISTA DE FIGURAS
CAPITULO | Pag.

Figura 1 — Desenho esquematico dos principais horménios esteroides. Mostrando
a semelhanca das estruturas quimicas, ja que todos sao derivados do colesterol.
(FONEE PIOPIIA) .eeteeee ettt ettt ettt ettt e e ekt e e et e e e e e bbe e e e annnneaeeanes 14
Figura 2 — Molecula de estanozolol, apresenta Férmula quimica: C,1Hs2N20O,
massa molar: 328.49 g mol™. Possui meia vida de +24h, metabolizado no figado.
[0 11 (= 101 ) PP 17

CAPITULO I

Tabela 1. Principais caracteristicas dos usuarios das academias de ginastica

em Pernambuco, Odds ratio para o uso de EAA, associacdes estatisticas entre

uso de EAA € demaiis VANAVEIS ..........cccoveiiiiiiiiin i 34
Tabela 2. Perfil de consumo de EAA e suas implicagdes ...............cccceveneenenn, 38
Tabela 3. Matriz de correlacdo de Spearman das variaveis aplicadas no

questionario utilizado Nesse estudo............cccceoviiiiiiiiiiii 42

CAPITULO 1l

Tabela 1. A taxa de agressividade total semanal foi maior para os ratos tratados
com estanozolol, independente de terem praticado ou ndo atividade fisica. Grupo
controle veiculo (CV, n=5) que recebeu solugdo salina, via intramuscular e o
grupo controle estanozolol (CS, n=5) no qual foi administrado estanozolol, (EV,
n=5) praticou exercicio fisico e recebeu solu¢do salina, (ES, n=5) praticou
exercicio fisico e no qual foi administrado

EStANO0ZOIO0N... ..o 58

Tabela 2. Comparacédo de agressividade entre os grupos. Normalidade: p<0.05

Amostra nao-paramétrica Teste: Shapiro-Wilk*ns = nao
LT[0 L[> 1 Ao 58
Imagem 1. Evidenciando as marcas de agressdo feitas pelo grupo
TP 59


https://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3rmula_qu%C3%ADmica
https://pt.wikipedia.org/wiki/Massa_molar

Tabela 3. Niveis de agressividade com os grupos entre si, durante e apds os
experimentos. Normalidade: p<0.05, Amostra ndo-paramétrica, Teste: Shapiro-
Wilk, Teste de diferenca: U de Mann-Whitney. *
SIGNIFICANTE. ...t e e e e e e e e s

CAPITULO IV

Figura 1. O uso do estanozolol 20,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas alterou 0s mecanismo antioxidantes renais no grupo treinado com
natacdo e usuério de estanozolol. Two-way ANOVA seguido de teste de Tukey;
* P<0,05; ** P<0,01; e ***P<0,001 vs. C; 1 P<0,05; t1 P<0,01; e t11P<0,001 vs.
E; 1P<0,05; T P<0,01; e 1t P<0,001 VS.

Figura 2. O uso do estanozolol 20,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas, altera os mecanismos antioxidantes renais. Two-way ANOVA
seguido de teste de Tukey; * P<0,05; ** P<0,01; e ***P<0,001 vs. C; 1+ P<0,05; 1t
P<0,01; e t11P<0,001 vs. E; $P<0,05; 1 P<0,01; e it P<0,001 vs.

Figura 3. O uso do estanozolol 20,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas, promove alteracdes hepaticas. Two-way ANOVA seguido de teste
de Tukey; * P<0,05; ** P<0,01; e ***P<0,001 vs. C; 1t P<0,05; t1 P<0,01; e
t1t1P<0,001 vs. E; 1P<0,05 1t P<0,01; e 1t P<0,001 vs.

Figura 4. O uso do estanozolol 20,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas, promove alteracdes hepaticas. Two-way ANOVA seguido de teste
de Tukey; * P<0,05; ** P<0,01; e ***P<0,001 vs. C; 1 P<0,05; 11 P<0,01; e
1t11tP<0,001 vs. E; 1P<0,05; ff P<0,01; e Iif P<0,001 s.

Figura 5. O uso do estanozolol 20,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas, altera o sistema oxidativo cardiaco. Two-way ANOVA seguido de
teste de Tukey; * P<0,05; ** P<0,01; e ***P<0,001 vs. C; 1+ P<0,05; t1 P<0,01; e
t11tP<0,001 vs. E; 1$P<0,05; 1t P<0,01; e I¥tf P<0,001 vs.

Figura 6. O uso do estanozolol 20,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas, altera o sistema oxidativo cardiaco. Two-way ANOVA seguido de
teste de Tukey; * P<0,05; ** P<0,01; e ***P<0,001 vs. C; 1+ P<0,05; 11 P<0,01; e
t1t1P<0,001 vs. E; 1P<0,05; It P<0,01; e It P<0,001 vs.

59

76

77

79

80

82

83

10



LISTA DE ABREVIATURAS

DHT - Dihidrotestosterona

EAA — Esteroides Anabolizantes Androgénicos
EROs — Espécies Reativas do Oxigénio
EST — Estanozolol

FDA — Federal Drug Association

FSH — Hormdonio Foliculo Estimulante
GR - Glutationa Redutase

GSH - Glutationa

GSSG - Glutationa Oxidada

LH — Hormonio Luteinizante

MDA — Malondialdeido

PS — Presséo Sistolica

SNC - Sistema Nervoso Central
TBARS — Acido tiobarbitarico

TGO — Transaminase Oxalacética

TGP — Transaminase Piravica

T3 — Triiodotironina

T4 — Tiroxina

11



CAPITULO |

1. INTRODUCAO

H&a décadas os dados coletados do Centro Brasileiro de Informagdes sobre
Drogas vém informando um assustador aumento no consumo de substancias
consideradas “drogas para imagem corporal” entre usuarios de academias
(IRIART & ANDRADE, 2002; SILVA et al., 2007; ABRAHIN et al. al., 2014). H&
uma possibilidade bem maior de se consumir Esteroides anabolizantes
androgénicos (EAA), para os individuos que praticam musculagcdo por mais de
um ano (OLIVEIRA & CAVALCANTE, 2018).

Dentre essas drogas, encontramos o0s esteroides anabolizantes
androgénicos, analogos sintéticos da testosterona, excedendo 0s niveis
metabolicos normais. Essas substancias estimulam o crescimento muscular e a
funcdo do sistema reprodutor masculino através de suas interacdes celulares e
atividades androgénicas e anabdlicas (MARQUES et al., 2003; KANAYAMA et
al., 2008). Podem ser utilizados por administracdo oral ou injetavel, atuando
geralmente em receptores especificos, sendo que, uma vez na circulagao, elas
sdo transportadas pela corrente sanguinea como mensageiros, na forma livre ou
combinada as moléculas transportadoras. (CELOTTI & CESI, 1992).

A cada ano mais pessoas estdo praticando atividade fisica, e uma
porcentagem delas utilizam doses de EAA, excedendo os niveis metabdlicos
normais, podendo causar sérios danos a saude (MACIEL et al., 2017). Em 2017,
a World Drug Report reportou que o nimero de usuarios de drogas esta em torno
de 271 milhdes de pessoas ho mundo ou 5,5% da populacéo entre 15 a 64 anos.

Nos Estados Unidos da América, milhdes de jovens foram ou sdo usuarios
de EAA (EVANS, 2004; IRIART; CHAVES; ORLEANS, 2009; VENANCIO et al.,
2010). Aproximadamente 23% da populacdo adulta estadunidense, pratica
atividade muscular e/ ou exercicio aerébio pela (CDC, 2017). No Brasil, estima-
se que 33,8% da populacéo pratica algum tipo de atividade fisica regular, tendo
este valor sido aumentado mais de 10% nos ultimos anos (LABOISSIERE &

LEAL, 2014). Correa e colaboradores em 2020 relataram que dos praticantes de

12



musculacao, cerca de 10% fazem ou fizeram uso de EAA. Mais de 20% dos
atletas de crossfit relataram fazer uso de EAA (HIGINO & FREITAS, 2021).

Os efeitos negativos no SNC relacionados ao abuso de EAA estéo
associados na diminuicdo da proliferacdo celular, aumento do apoptose em
células nervosas (BRANNVALL et al., 2005), diminuindo a densidade neuronal
principalmente no hipocampo (DAMIAO et al., 2020). Gerando mudangas
morfologicas, acarretando em alteracées funcionais, bioquimicas e levando
morte celular nos neurdnios (KALININE, 2011; DAMIAO et al., 2012; FREITAS
et al., 2017).

Além disso, a utilizacdo de EEA sem orientacdo médica pode trazer efeitos
colaterais nocivos, tais como desenvolvimento de lesGes hepéticas graves
(NIEDFELDT, 2018), hipertensao arterial, doencas coronarianas, alteracées no
aparelho reprodutor masculino, além da atrofia testicular, infertilidade, calvicie e
impoténcia sexual. Nas mulheres podem ocorrer redugcéo dos estrogénios e da
progesterona, alteracdes do ciclo menstrual, além de alteracGes psicolégicas
(MACHADO & RIBEIRO, 2004).

No Brasil, mesmo sendo crescente o nimero de usuérios de EEA, ainda
existem poucos dados sobre o uso e os efeitos dos EAA (IRIART, CHAVES,
ORLEANS, 2009; VENANCIO et al., 2010; MACIEL et al., 2017). Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos cardiovasculares, Renais, Hepaticos
e comportamentais ao uso suprafisiologico do Estanozolol, além de descrever o

perfil dos usuarios ndo-supervisionados de EEA em Pernambuco.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Hormonios esteroides anabolizantes

O colesterol € a estrutura quimica basica para todos os hormoénios
esteroides (figura 1). Diferente dos hormdnios peptidicos, que sao sintetizados
em diversos tecidos distribuidos por todo o corpo. Os esteroides sdo produzidos
orgaos especificos. O cortex da glandula suprarrenal, especificadamente na sua

porcao externa, € produtora de diversos tipos de hormonios esteroides. Cada
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glandula suprarrenal situa-se sobre o topo de cada rim. As gbnadas produzem
esteroides sexuais (estrogénio, progesterona e androgénio), e a pele pode
produzir vitamina D. Na gravidez, a placenta também produz hormonios
esteroides (GUYTON & HALL, 2017).

0 o G
. L@g m X

Progesterona Cortisol

1 9

! " O O__\ 07 _,UH
T | { H H HIH
") \nn 0 . O”')"\//\ i

Vitamina D3 Testosterona Aldosterona

OH

A~

| H )

I 1| | H
o A
Estradiol

Figura 1 — Desenho esquemético dos principais hormoénios esteroides.
Mostrando a semelhanca das estruturas quimicas, ja que todos séao derivados

do colesterol. (Fonte propria)

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) pertencem a uma familia de
hormdnios que incluem a testosterona e seus derivados sintéticos, 0s quais
possuem tanto efeitos anabdlicos quanto androgénicos. Assim, estimulam o
crescimento muscular e a fungédo do sistema reprodutor masculino através de
suas interacdes celulares, biodisponibilidade e balanco entre suas atividades

androgénicas e anabolicas (MARQUES et al., 2003; KANAYAMA et al., 2008).
14



As células de Leydig, localizadas nos testiculos, e cortex da glandula
adrenal secretam testosterona, hormonio esteroide, originado do colesterol,
sendo o principal hormoénio androgénico para o homem, tendo também
importante papel anabdlico (KADI et al., 2000; GUYTON & HALL, 2017). Sua
secrecao é regulada pelo hipotdlamo que, por meio da secre¢cdo do horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH), estimula a hipoéfise anterior a liberar o
horménio foliculo estimulante (FSH) e o hormdnio luteinizante (LH). Estes
induzem a diferenciacédo e maturacdo das células de Leydig, apos interagirem
com seus receptores de membrana especificos, processo este que induz a
producdo da testosterona. Por outro lado, o excesso de testosterona suprime a
secrecdo dos horménios gonadotroficos diminuindo a secre¢cdo do mesmo
(CUNHA et al., 2004; SILVA, et al., 2007; GUYTON & HALL, 2017).

A entrada do esteroide na célula, por si sé, gera uma maior producdo de
AMPc (Adenosina monofosfato ciclico), levando ao aumento do metabolismo da
mesma (MAYES & WATSON, 2004 SEVERO et al., 2013; SCHOOLING, 2014;
YEAP, 2015). No citoplasma, a molécula de esteroide se liga ao receptor
androgénico especifico e migra para o nucleo celular, iniciando o processo de
transcricdo génica e, levando a transducao proteica, a qual modula as acdes
celulares dependentes de androgeno (MAYES & WATSON, 2004).

Segundo Cunha et al (2004), os anabolizantes séo indicados em algumas
terapéuticas classicas: hipogonadismo e quadros de deficiéncia do metabolismo
proteico. Os androgénios também sdo indicados na terapéutica castracéo,
tumores mamarios, controle de menopausa e andropausa (MACHADO et al,
2002). De acordo Peluso et al. (2009) Também sé&o indicados no tratamento de
algumas patologias como deficiéncia de testosterona, algumas formas de
anemias e alguns casos de cancer de mama.

O tratamento com EAA resulta em hipertrofia do musculo esquelético, ndo
mostrou toxicidade para o figado, induz regeneracédo do musculo esquelético e
ativa o feedback negativo endocrino. Como também, apresenta elevada
afinidade com a gordura visceral e 0 0sso, podendo ter papel fundamental no
metabolismo desses tecidos (REITZNER et al., 2019).
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Segundo Lize et al. (1999), a FDA (Federal Drug Association) listou o uso
de EAA nas seguintes indicagcbes médicas: ganho de peso por portadores de
AIDS; diminuicdo da dor O0ssea na osteoporose; catabolismo induzido por
corticosteroides; anemia grave; angioedema hereditario e cancer de mama
metastatico.

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), h& indica¢gBes de
EAA para casos de puberdade e crescimentos retardados; micropénis neonatal,
deficiéncia androgénica parcial em homens idosos e no tratamento de deficiéncia
androgénica secundaria a doencas cronicas (CUNHA et al, 2004). Ainda
segundo 0os mesmos autores, por causa de seus efeitos anabdlicos, os EAA
também sao utilizados em alguns quadros graves como politraumatismos,
gueimaduras e em periodos pds-operatorios. E ha mais indicacdes, como no
tratamento por faléncia da medula 6ssea e doenga renal crénica.

Contudo, Cocolo (2002) relata que sao justamente as propriedades
androgenas dos esteroides anabodlicos que resultam em efeitos colaterais e
contraindicacdes, dependendo da proporcdo entre droga utilizada, tempo e
quantidade, os riscos do uso de um esteroide podem ser maiores ou menores,
comecando por reprimir a producao natural de testosterona pelo organismo.
Estudos, no entanto, tém demonstrado que a administragdo de EAA tem
resultado em efeitos adversos em varios sistemas fisiol6égicos, como: acne,
atrofia testicular, retencdo hidrica, alteracbes do humor e ginecomastia
(CALISKAN et al., 2019; PIACENTINO et al., 2015; PARKINSON; EVANS, 2006;
HOFFMAN; RATAMESS, 2006; HOSEINI et al., 2009), estas alteracdes podem
durar seis meses, (MARAVELIAS et al., 2005).

Liu e Wu (2019) sugerem que usuarios de EAA combinam outros
medicamentos para maximizar os efeitos anabdlicos. Isso pode elevar o risco de
mortalidade entre os usuarios crénicos de EAA, podendo ainda levar a
complicagBes cardiovasculares, disfungdo hepatica, lesdo renal, distarbios
psiquiatricos, redugdo da tiroide, produg¢do hormonal, infertiidade e modula a
imunidade (DAMIAO et al., 2020; NIEDFELDT, 2018), DAHER et al., 2009;
BRENU; MCNAUGHTON; MARSHALL-GRADISNIK, 2011).
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Devido ao grande crescimento na busca por esteroides anabolizantes,
diversos estudos buscam descrever o0s principais efeitos colaterais
desenvolvidos pelo uso abusivo destas substancias e demonstrar que em adicao
aos efeitos toxicos e hormonais, ja bem descritos na literatura, prejuizos em
diversos 6rgaos e tecidos tém sido frequentemente observados, tendo o sistema
cardiovascular um papel de destaque nestes estudos (URHAUSEN, et al., 2004).

2.2. Estanozolol

Entre o0s esteroides anabodlicos androgénicos mais conhecidos,
encontramos o Estanozolol (EST) (Figura 2). E um éster da testosterona [17-
beta-hidroxi-17-alfa—metilandrostano (3,2-C) pirazol] com grande potencial
anabdlico, apresenta degradacdo hepatica mais lenta do que o horménio
masculino natural e esta incluido no grupo dos esteroides anabolizantes
aromatizantes (PEY et al., 2003). Esse anabolizante é utilizado na medicina no
tratamento auxiliar de varias doencas, como na endometriose, no estimulo da
eritropoiese em algumas anemias, na aceleracdo da cicatrizacdo em grandes
traumas ou cirurgias, na sarcopenia em pacientes com HIV e na terapia do
hipogonadismo masculino, atletas também utilizam o estanozolol, em altas
doses, com objetivo de melhorar a desempenho fisico (WILLIAMSON; CONE;
HUARD, 1995).

Figura 2 — Molecula de estanozolol, apresenta Foérmula quimica:
C21H32N20, massa molar: 328.49 g mol?l. Possui meia vida de =*24h,

metabolizado no figado. (Fonte IUPAC).

A busca por esse anabolizante ocorre pelo fato dele causar aumento de

forca sem ganho de peso em excesso, promover aumento na vascularizagao,
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nao se converter em estrogeno, Ndo causar retencdo de agua em excesso, além
de ajudar na reducdo de gordura, preservando a massa muscular
(WILLIAMSON; CONE; HUARD, 1995). Também pode promover estresse
oxidativo (CAMILETTI-MOIRON et al., 2015).

Segundo TUCCI et al. (2012) o uso abusivo pode apresentar efeitos
adversos sobre a satude mental do individuo, como a depressédo. Além de outros
quadros psiquiatricos como: mania, agressao e psicose (MATRISCIANO et al.,
2010). Ferreira e colaboradores (2014) relataram que a elevacdo do consumo de
Estanozolol associado com outros EAA, esta relacionado com a facilidade de se
comprar esses produtos, todo isso pode levar a sérios danos ao organismo, tais

como: hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e neurotoxicidade dentre outras.

Sharma, Balasinor e Inamdar (2021) revelam que o tratamento com
estanozolol em roedores por 30 dias consecutivos leva a uma ruptura transitoria
do estro vaginal levando a um diestro persistente. Além de impedir a implantagéo
do embrido reduzindo a receptividade endometrial, sem afetar a pré-implantacéo

e o desenvolvimento morfolégico do blastocisto.

2.3. Funcéo Renal

Os rins desempenham diversas funcdes de homeostasia no organismo,
sendo em sua maioria essencial a vida. Primariamente, o rim pode ser visto como
o 6rgédo responsavel pela eliminacdo de materiais metabdlicos desnecessarios,
mas podemos ressaltar sua funcdo na homeostasia do compartimento liquido
extracelular e dos niveis presséricos arteriais, alcangada através da manutencéo
do balanco hidroeletrolitico, e também através da producdo de substancias
vasoativas (EATON & POOLER, 2004; MULLENS et al.,, 2020). Segundo
VELASCO & REVILLA (2003) do ponto de vista terapéutico, o estanozolol tem
propriedades anticoagulantes, sendo util para o tratamento da anemia em
pacientes com enfermidade crénica nos rins.

Apesar de ser um érgéo relativamente pequeno, recebe aproximadamente
20% de todo o sangue bombeado pelo coracédo, esse enorme fluxo sanguineo

permite que os rins realizem suas fungcdes, como: remover excretas do corpo,
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manter o volume de agua constante, além de controlar pH e ions plasmaticos
(GUYTON & HALL, 2017). Algumas drogas, como os esteroides, podem levar a
alteracdes na funcionalidade renal (MACIEL et al., 2017). Alguns produtos
podem destruir os tibulos, que acarreta no aumento da presséao intraglomerular,
induzindo a atrofia (BERNARDES, 2004). ROBBINS & COTRAN em 2005, além
de RAMOS & MARINI (2015) afirmaram que independente da causa da lesdo
renal, a destruicdo de todos os quatro componentes do rim, culminando em
insuficiéncia renal cronica. Pode ser evitada antes que haja prejuizo funcional
evidente. Portanto, 0s sinais e sintomas precoces apresentam grande
importancia clinica.

Historicamente, a funcéo renal era avaliada principalmente pela creatinina
sérica e pelo calculo da taxa de filtracdo glomerular estimada. Um aumento na
creatinina sérica, também denominado piora da fun¢éo renal, comumente ocorre
em pacientes com insuficiéncia cardiaca, especialmente durante episédios
agudos de insuficiéncia cardiaca (LARSSON et al, 2010). Embora a piora da
funcdo renal esteja associada a um pior resultado em nivel populacional, a
interpretacdo de tais mudancas dentro do contexto clinico apropriado ajuda a
avaliar corretamente o risco e determinar estratégias de tratamento adicionais
(FERNANDES, 2000). Além disso, é cada vez mais reconhecido que a avaliacéo
da funcdo renal envolve mais do que apenas a taxa de filtracdo
glomerular. Assim sendo, uma melhor avaliacdo do manuseio de sddio e agua
pelos tubulos renais permite determinar a eficiéncia dos diuréticos de alga
(resposta e eficiéncia do diurético de alga) (RAMOS & MARINI, 2015).

2.4. Estresse oxidativo

O desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
e a eficiéncia defensiva dos sistemas antioxidantes (extra e intracelular). As
EROs e/ou radicais livres sdo produtos comuns do metabolismo de oxigénio. A
principal geradora € a cadeia transportadora de elétrons que ocorre na
mitocondria. O complexo defensivo antioxidante tem a func&o de inibir e/ou
reduzir os danos causados pela acao deletéria dos radicais livres e/ou espécies
reativas nao radicais. (SHOJI & KOLETZKO, 2007; BARBOSA et al., 2010).
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As EROs sao termos usados para designar radicais livres derivados do
oxigénio (superdxido, hidroxil) e também, ndo radicais derivados do oxigénio
(peroxido de hidrogénio). Sao produzidas por diferentes mecanismos, como
isquemia-reperfusao, ativacado de neutrofilos e macréfagos, acidos graxos livres,
metabolismo das prostaglandinas dentre outros, podendo reagir com quase todo
tipo de molécula presente em células vivas, como lipidios, proteinas,
polissacarideos e DNA, que podem causar lesdes celulares induzidas por
radicais livres do oxigénio principalmente na peroxidacao lipidica (SHOJI &
KOLETZKO, 2007).

A existéncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e
antioxidantes, seja pela producéo exacerbada de radicais livres e/ou reducédo da
capacidade e velocidade da inativacao desses, leva a instalacédo do processo de
estresse oxidativo, que por consequéncia oxida biomoléculas acarretando em
perda de suas fun¢des bioldgicas, cuja manifestacao € o dano oxidativo potencial
contra células e tecidos (HALLIWELL & WHITEMAN 2004). Quando o
mecanismo antioxidante é exaurido leva a varios efeitos celulares (KAROWICZ-
BILINSKA, et al., 2002).

Glutationa peroxidase, catalase e a superéxido dismutase séo as principais
enzimas antioxidantes. O radical superdxido € convertido a perdxido de
hidrogénio pela superoxido dismutase, e este, sdo, entdo, removidos pela
glutationa peroxidase ou pela catalase (BIRI, et al., 2007). O estresse oxidativo
elevado esta relacionado ao processo etioldgico de numerosas enfermidades
crbnicas ndo transmissiveis, inclusive patologias programadas no ambiente
intrauterino, como hipertensédo (FRANCO et al., 2007) e diabetes (HORIE, et al.,
1997), Além de aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos
neurodegenerativos e cancer (GREEN, BRAND, MURPHY, 2004).

2.5. Antioxidantes

O oxigénio esta presente na atmosfera em seu estado estavel de tripleto
biradial (2 O 2), € um ndo metal extremadamente reativo e um agente oxidante,
geralmente forma 6xidos com a maioria dos elementos e compostos. Aléem de
passar por processos de oxirreducdo (TASLIMI & GULCIN, 2018; REZAI et
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al., 2018). A molécula de oxigénio, apresenta dois elétrons desemparelhados
com spins paralelos em seus dois orbitais separados. Devido a essa restricdo de
spin, ele pode aceitar um par de elétrons de um doador de elétrons. Por outro
lado, redox é uma reacdo metabdlica essencial no sistema vivo, em que 0s
elétrons séo transferidos de uma espécie para outra (GULCIN, 2020).

Halliwell & Gutteridge (2007) relatam que em mamiferos, existem trés
diferentes tipos: a MNnSOD (mitocondrial), a CuZnSOD (citoplasmatica) além da
EC-SOD (uma CuzZnSOD extracelular). Usualmente as defesas antioxidantes
sdo divididas em enzimaticas e ndo-enzimaticas (BARBOSA et al.,, 2010).
Existem defesas antioxidantes ndo-enziméticas enddgenas e exdgenas. A
glutationa (GSH) (VINA et al., 2005), a progesterona e o estradiol (MOORTHY,
et al., 2005) sdo importantes exemplos de antioxidantes nao-enzimaticos
enddgenos.

Diversas substancias podem afetar a homeostase dos organismos.
Podendo afetar as estruturas nucleares e desencadear doencas ou até mesmo
alteracdes as futuras geracdes (MOORE et al., 2004). Uma das ferramentas mais
utilizadas em ensaios bioquimicos sédo os biomarcadores de estresse oxidativo,
fornecem medidas concisas, pois respondem a diferentes estressantes
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

A enzima Glutationa Redutase (GR) é um biomarcador que catalisa a
reducao de glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida (GSH), utilizando
NADPH como cofator (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008). A reciclagem e
manutencdo da homeostase de GSH ocorre devido a acdo Constante da GR,
especialmente em situacdes de exposicdo a xenobidticos que produzem
estresse oxidativo ou que sédo desintoxicados em reacdes que utilizam a GSH
(HUANHUAN et al., 2019).

A glutationa, € um oligopeptideo enddgeno, além de ser substrato da GPx,
também é o principal composto ndo-enzimatico antioxidante intracelular (VINA
et al., 1978). Apresenta papel fundamental na eliminacdo de xenobibticos e na
defesa das células contra o estresse oxidativo (JOSEPH; MANNERVIK; ORTIZ
DE MONTELLANO, 1997). Huber, Almeida e Fatima (2008) demonstraram que

0 GSH é um tripeptideo, e um tiol de baixo peso molecular, muito abundante
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intracelularmente, essencial para todos o0s seres vivos aerdbicos. Sua
concentragéo € ~ 2mM e mais de 10 mM em eritrocitos humanos e hepatdcitos,
respectivamente.

A GSH sequestra radicais livres em condicdes fisiologicas ou sob acéo de
xenobidticos, além de participar na regeneracdo dos antioxidantes acido
ascorbico e tocoferol. Sua acdo como antioxidante ndo-enzimatico esta mais
diretamente vinculada a sua acdo sobre o H?0? e peréxidos organicos
(MONOSTORI et al.,, 2009). Estudos sobre estresse oxidativo e hormonios
sexuais vem mostrando que o0s andrégenos agem como pro-oxidantes
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007; CAMILETTI-MOIRON et al., 2015).

Riezzo e colaboradores (2014) investigaram o papel do stress oxidativo e
a producéo de citocinas pré-inflamatérias nos rins, devido ao uso crénico nos
ratos do sexo masculino, em que a dose-dependente causa danos oxidativos
nos rins de ratos tratados mostrou ser causada pelo aumento do nivel de
malondialdeido (MDA) e com uma reducdo da atividade da enzima glutationa
peroxidase, o que resulta na reducdo da insuficiéncia imunitaria aos radicais

livres.

2.6. Esteroides anabolizantes e estresse oxidativo

O metabolismo normal produz espécies reativas de oxigénio (ERO) ou
Radicais livres (RL), estes, sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais
elétrons desemparelhados na sua Ultima camada de valencia, tornando-os
reativos a outras moléculas e atomos (KUMAR; PANDEY, 2015; RADI, 2018).
Podem ser produzidos pelo metabolismo mitocondrial, nos peroxissomos, na via
do &cido Urico, nos prcessos inflamatorios e em fagécitos e nos exercicios
fisicos. O tabagismo, medicamentos, drogas, polui¢cdo, radiacdo e outros) afetam
niveis de radicais livres. Quando 0s niveis estao em excesso, 0s radicais livres
podem levar ao estresse oxidativo, levando a prejuizos ao organismo (KUMAR;
PANDEY, 2015; GUAN; LAN, 2018). Nem toda ERO é um RL e nem todo radical
livre € uma espécie reativa de oxigénio, entretanto, ambos participam dos

processos fisiopatolégicos REDOX do organismo (VELLOSA et al., 2021).
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A testosterona aumenta o estresse oxidativo e, ainda, homens castrados
vivem mais (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007), demonstrando que a queda
fisiolégica nas concentracdes de testosterona, que ocorre ao longo do
envelhecimento, pode ter um efeito benéfico. Além disso, ocorre um aumento
consideravel do peso corporal em ratos sob administracéo de testosterona ou
DHT (RAMARA et al., 2007), porém, este mesmo estudo demonstra que o
estradiol, em ambos 0s sexos, reduz o estresse oxidativo e a producéo de 02,
diminuindo ainda o peso corporal. Os estrogenos possuem reconhecido efeito
antioxidante. Estradiol, estrona e estriol reduzem EROs e inibem peroxidacao
lipidica, incluindo a oxidacdo de LDL (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).

Os estréogenos reduzem a producdo de H20? mitocondrial, além de
aumentar a expressdo de diversas proteinas da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial, como o citocromo C e as subunidades do complexo 1V,
aumentando também a atividade do ultimo e da citrato sintase (STIRONE et al.,
2005).

Atividade fisica intensa reduz os niveis dos hormonios anabdlicos e dos
hormdnios tireoidianos. Entretanto, os niveis do hormdnio do crescimento (GH),
nos marcadores de resposta do sistema imunolégico e em marcadores
bioquimicos de lesédo celular (CRP, mioglobina) (HENNING, PARK, KIM, 2011).
Os niveis dos horménios tireoidianos reduzem apds O0S exercicios,
principalmente a triiodotironina (T3) e tiroxina (T4). Em contrapartida os niveis
do horménio estimulante da tire6ide (TSH) apresentaram variacdes aleatorias
nao associativas (OPSTAD & AAKVAAG, 1981).

Os hormobnios da tiredide possuem funcdes na regulacdo da sintese
proteica e na manutencdo do metabolismo celular. Essa desregulacdo pode
estar associada a reducao da massa corporal durante a atividade (OPSTAD &
AAKVAAG, 1981). O aumento dos niveis do hormonio do crescimento (GH), séo
causados pela atividade fisica intensa e a restricao alimentar, reduzindo os niveis
de glicose e glicogénio muscular, fazendo-se necessaria a utilizacao da lipdlise
para obtencéo de energia (HENNING et al., 2014).

2.7. Esteroides anabolizantes, comportamento e agressividade
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O comportamento dos machos é influenciado de forma positiva e/ou
negativa por diversos fatores: socioculturais, psiquicosomaticos, além dos
horménios andrégenos desempenham um papel fundamental neste
comportamento. Ja foi demonstrado em diversos estudos que o uso de EAA em
doses elevadas pode trazer efeitos nocivos e deletericos ao SNC, causando
prejuizos em nivel de alteragbes morfolégicas, neuroquimicas e
comportamentais (PARROTT, CHOI, DAVIES, 1994; SU et al., 1993). Embora o
uso abusivo de EAA esteja relacionado com alteracdes comportamentais e de
um aumento no comportamento agressivo. Ressaltar-se que o comportamento
agressivo esta relacionado a uma resposta bioldgica natural, intrinseca no
género masculino, que é manifestada em situacéo de defesa, alimento, territorio
e/ ou parceiros sexuais, dentre outros (MCGINNIS, 2004).

A utilizacdo de esteroides anabolizantes androgénicos na adolescéncia ou
fase adulta acarreta em consequéncias comportamentais (RAMIREZ,
MONTALTO, SISK, 2010). Outros 6rgaos e sistemas também sao afetados, por
exemplo, no figado, sistemas reprodutor e cardiovascular. No sistema reprodutor
os efeitos observados no sexo masculino s&o: diminuicdo da producdo de
espermatozoides, atrofia dos testiculos, impoténcia e carcinoma prostatico, entre
outros (CUNHA et al, 2004). Além disso, pode-se observar alteracbes
comportamentais, que podem se manifestar por meio de: euforia, irritabilidade,
agressividade, hiperatividade, queda da libido e comportamentos psicoticos
(BOFF, 2008).

Dosagens elevadas de EAA causam uma hiperativacdo das sinapses
glutamatérgicas relacionadas com um fendtipo agressivo exacerbado (LE
GREVES et al., 1997; ROSSBACH et al., 2007). Os EAA séo reconhecidos como
moduladores de comportamentos agressivos em ratos machos. O método
bastante utilizado na literatura para testar a agressividade em animais
experimentais é o0 modelo residente-intruso. Este método avalia o
comportamento de agressividade por meio das manifestagbes comportamentais
gue o animal apresenta na presenca de outro animal intruso em seu ambiente
(CLARK, HENDERSON, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Investigar os efeitos do estanozolol sobre o sistema renal, hepatico,
cardiovascular e comportamental em ratos sedentarios e treinados com natacgéo,

e avaliar o perfil dos usuéarios de EAA em Pernambuco.

3.2. Objetivos especificos

- Determinar o perfil lipidico, glicémico e as transaminases hepaticas;
- Mensurar a pressao arterial sistélica em ratos acordados;

- Avaliar o volume plasmastico;

- Avaliar a excrec¢do de eletrdlitos;

- Estimar os niveis da peroxidacéo lipidica e glutationa reduzida nos rins e

coragao;

- Avaliar a producdo de superoxido em condicdo basal e estimulada pela
NADPH,;

- Determinar quantitativamente a atividade da Creatina Quinase (CK) no

miocardio.
- Avaliar morfologicamente artéria aorta, coragdo e rins.

- Avaliar se o estanozolol altera o comportamento e a agressividade dos ratos
machos em relacdo aos seus familiares e se o exercicio fisico atenua o

comportamento ag ressivo.

- Observar se o comportamento agressivo continua apois a interrup¢cao do uso

de estanozolol.

- Descrever as possiveis alteracdes histoldgicas e histoquimicas dos rins, figado

e coracgao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

Duodecilsulphate de sodio (SDS), albumina de soro bovino (BSA), Folin-
Ciocalteu, &cido tiobarbiturico e 5,5'-ditiobis (2- nitrobenzéico) (DTNB) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Kits comerciais para dosagem
de aspartato aminotransferase (AST) ou transaminase glutamica oxalacética
(TGO) e alanina aminotransferase (ALT) ou transaminase glutamico-piravica
(TGP) e creatinina da Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil). Pentobarbital de sédio
foi comprado de Cristélia (Produtos Quimicos Farmacéuticos, Itapira, SP, Brasil).
Acido tricloroacético (TCA), EDTA, cloreto de sédio e cloreto de potassio foram
adquiridos a Vetec (RJ, RJ, Brasil). Todos os demais reagentes foram adquiridos

do mais elevado grau de pureza disponivel.

4.2. Animais

Ratos machos Wistar aos 90 dias de vida oriundos do biotério de criagédo e
experimentacdo do departamento de morfologia e fisiologia animal, sendo
mantidos sob ciclo de claro/escuro 12/12 horas. Divididos em quatro grupos:
grupo controle veiculo (CV, n=5) que recebeu solucdo salina, via intramuscular
e 0 grupo controle estanozolol (CS, n=5) no qual foi administrado estanozolol,
via intramuscular na dose de 20,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas, (EV, n=5) praticou exercicio fisico e recebeu solucéo salina, (ES,
n=5) praticou exercicio fisico e nele foi administrado estanozolol, via
intramuscular na dose de 20,0 mg/kg/semana durante 8 semanas consecutivas
(Clark et al., 1998; Beutel, Bergamaschi e Campos, 2005). Para a identificacédo
de cada rato, foi feita marcagédo na cauda (com caneta hipoalérgica). O uso dos
animais foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da UFRPE,
licengca numero 098/2019.

Os animais foram acompanhados, quinzenalmente dos 90 aos 150 dias de

vida, para a avaliacdo da pressao arterial sistolica (PAS) e alocados em gaiolas
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metabdlicas (Tecniplast Gazzada Sarl, Buguggiate, Italia) para coleta de urina
por periodos de 24h e posterior coleta de sangue, por pulsdo na veia caudal. Aos
150 dias de vida os animais foram eutanasiados por guilhotina, para coleta de

sangue e tecidos (rins, figado, coracao e aorta).

4.3. Protocolo de treinamento

O protocolo de treinamento consistira na pratica de natagéo, cinco vezes
por semana, ao decorrer de nove semanas. Na primeira semana 0s animais
passardo por um periodo de adaptacédo: 20 minutos diarios de natacdo sem
sobrecarga, durante cinco dias. ApGs esse periodo, passardo a utilizar uma
sobrecarga equivalente a 5% de seus respectivos pesos corporais. Esta
sobrecarga serd implementada através de uma fita elastica enlagcada ao tronco.
O tempo de treinamento sera aumentado em cinco minutos por semana, de
forma que na Ultima semana o tempo de treinamento sera de 60 minutos.

Segundo metodologia adaptada de Anaruma et al., (2009).
4.4. Avaliagdo comportamental:

Os ratos foram alojados em gaiolas em grupos de cinco e foram mantidos
nessa condicdo desde o nascimento e por todo o periodo de realizacao do
protocolo adaptado descrito por Golden e colaboradores (2011). Durante o
periodo de aplicacdo do Estanozolol, permitiu-se que os animais interagissem
livremente durante um periodo. O comportamento dos ratos foi avaliado por uma

hora diariamente, cinco dias por semana por 60 dias.

A avaliagcdo do comportamento de agressividade foi realizada nos animais
adultos, utilizando o paradigma do rato residente/intruso. Consiste em por os
ratos sozinhos durante 30 minutos em uma caixa de polipropileno limpa, sem a
disponibilidade de &gua e racdo, fechada com uma grade de ferro alta,
permaneceram durante todo o0 momento pré-teste naturalmente agrupados nas
gaiolas, sendo utilizados uma Unica vez ao dia para os testes. Apos esse tempo,
o rato € novamente colocado na gaiola juntamente com o0s outros do seu grupo,

é feita a observacao por uma hora. O comportamento era contabilizado cada vez
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que o rato executava uma destas seguintes situacdes: ameaca de ataque,
ataques por mordidas, por chutes laterais ou por pugilismo, presséo pélvica ou
posicdo de dominancia (submissao). Os testes foram realizados desde o inicio
da aplicacao do estanozolol, até o fim das aplicacbes desse EAA e do programa
de exercicio fisico de natacéo, totalizando 60 dias de avaliacdo comportamental.
(Cunningham e Mcginnis, 2008 modificado).

4.5. Avaliacdo do estresse oxidativo

A peroxidacdo lipidica e os niveis glutationa reduzida (GSH) foram
avaliados no figado e nos rins de ratos machos adultos. Foram utilizados como
um marcador de peroxidacéo lipidica os niveis de malondialdeido (MDA) através
da mensuracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS), de
acordo com Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979). Os tecidos foram homogeneizados
em 150 mM KCI, na proporcéo de 1g tecido para 5 ml de solucéo. Para a curva
padrdo, foi utlizado 1,1,3,3-tetraetoxi-propano. Os niveis de GSH foram
avaliados através da mensuracao de grupos sulfidrilas ndo proteicos (SEDLAK
e LINDSAY, 1968). A L-cisteina foi utilizada para a curva padrdo. Ambos os
resultados, MDA e GSH, foram corrigidos pela concentracdo de proteina. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

4.6. Avaliacdo da pressédo sanguinea sistélica e alguns parametros
funcionais renais

A presséo arterial sistélica (PAS) foi medida por pletismografia de cauda
(ITC Life Science B60-7 / 16", Life Science Instruments, Woodland Wills, CA)
em ratos conscientes com idades de 90, 105, 120, 135 e 150 dias. Os animais
foram aclimatados as condi¢cdes experimentais para a obtencdo da PAS durante
trés dias consecutivos. Para obter uma média da PAS, o procedimento de
medida em cada rato foi repetido por cinco vezes. Alem disso, a ingestéo
dietética e hidrica, e depuracéo da creatinina e TBARS na urina também foram
avaliados em cada uma das idades em que PAS foi obtida. Gaiolas metabdlicas
foram usadas para coletar amostras de urina de 24 horas para medir o TBARS
e creatinina. As amostras de sangue foram obtidas a partir da artéria caudal,

para medi¢cOes da creatinina.
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Area: COMPORTAMENTAL E PEDAGOGICA

Aspectos relacionados com o uso de esteroides androgénicos anabolizantes e seus

impactos em desportistas

Resumo

Objetivo. Descrever o perfil de praticantes de musculacdo de Pernambuco que fazem uso
de esteroides (EAA). Método. Trata-se de um estudo descritivo transversal de natureza
quantitativa, realizado em 14 academias localizadas na regido metropolitana de Recife,
Pernambuco. Foram aplicados 358 questionarios com 15 itens referentes a dados
sociodemogréaficos; tempo de pratica atividade fisica; consumo de suplementos
dietéticos; adesdo a dietas; dosagem e tempo de utilizacdo do anabolizante administrado;
conhecimento sobre os efeitos nocivos dos EAA; potenciais efeitos benéficos oriundos
do uso dos anabolizantes; responsavel pela indicacdo e aplicacdo dos EAA. Resultados.
30,2% da amostra foi composta por usuarios de EAA. Nesse grupo, verificou-se o
predominio do sexo masculino e da faixa etaria entre 26 e 35 anos. Foram encontradas
correlagdes positivas e fortes entre o uso de EAA e o surgimento de efeitos colaterais (r
=0,991; p =0,0001), tempo de uso (r = 0,983; p = 0,0001), com quem indicou o uso dos
anabolizantes (r = 0,983; p = 0,0001) e com quem aplicou (r = 0,984; p = 0,0001).
Conclusao. O elevado indice de usuarios desportistas que realizam o consumo de EAA é
algo que precisa ser contornado, tendo em vista o impacto negativo na salde, quando ndo
prescrito adequadamente.

Palavras chaves: Anabolizantes; Desportistas; Academias; Efeitos colaterais

Abstract

Aims. Describe the profile of bodybuilding practitioners from Pernambuco who use
steroids (AAS). Methods. This is a descriptive cross-sectional study of a quantitative
nature, carried out in 14 gyms located in the metropolitan region of Recife, Pernambuco.
358 questionnaires were applied with 15 items referring to sociodemographic data; time
of practicing physical activity; consumption of dietary supplements; adherence to diets;
dosage and time of use of the administered anabolic steroid; knowledge about the harmful

effects of AAS; potential beneficial effects from the use of anabolic steroids; responsible

30



for the indication and application of the AAS. Results. 30.2% of the sample was
composed of users of AAS. In this group, there was a predominance of males and the age
group between 26 and 35 years old. Positive and strong correlations were found between
the use of AAS and the appearance of side effects (r = 0.991; p = 0.0001), time of use (r
= 0.983; p = 0.0001), with whom indicated the use of anabolic steroids (r = 0.983; p =
0.0001) and with whom it was applied (r = 0.984; p = 0.0001). Conclusion. The high rate
of sports users who consume AAS is something that needs to be avoided, in view of the
negative impact on health, when not properly prescribed.

Keywords: Anabolics; Sportspeople; Gyms; Side effects

Introducéo

A utilizacdo de substancia para melhoria de desempenho de atletas é uma pratica
comum e antiga. Ha relatos dos séculos | e Il de ingestdo de testiculos de touro por
competidores olimpicos, que seria justificado por seu contetido rico em testosteronal.
Outro relato historico é de que a testosterona foi utilizada pelas tropas alemas para
aumentar a forca e agressividade dos soldados alemaes durante a segunda grande guerra.

A testosterona, juntamente com seus analogos sintéticos, é denominada esteroides
anabolicos androgénicos (EAA). Essas substancias estimulam o crescimento muscular e
a funcdo do sistema reprodutor masculino através de suas interac@es celulares e atividades
androgénicas e anabolicas®. O primeiro relato de utilizacdo EAA sintéticos é de 1954 e a
ampla difusdo de sua utilizacdo foi mais evidente a partir de 1964. Atualmente, o uso de
substancias fisioldgicas em quantidades anormais ou por métodos anormais, com intuito
de obter ganho artificial e injusto de rendimento na competi¢do é definido como doping
pelo Comité Olimpico Internacional®.

A facilidade de obtencdo de EAA no Brasil favorece a disseminacdo de seu uso
para melhoria de performance por atletas, bem como por motivos estéticos por nao-
atletas. Os seus efeitos sdo visiveis e relativamente duradouros, atingindo meses apos o
término da administracdo. Costumam ser usados, principalmente, na pré-adolescéncia, na
adolescéncia e por jovens adultos®.

Contudo, a utilizacdo de EAA sem orientacdo medica traz efeitos colaterais
nocivos, tais como desenvolvimento de hipertensdo arterial, doencas coronarianas,

tumores hepaticos, alteracBes no aparelho reprodutor masculino, além da atrofia
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testicular, infertilidade, calvicie e impoténcia sexual. Nas mulheres podem ocorrer
reducdo dos estrogénios e da progesterona, alteracbes do ciclo menstrual, além de
alterac@es psicoldgicas®®.

No Brasil, mesmo sendo crescente 0 numero de usuarios de EAA, ainda existem
poucos dados sobre o uso de EAA’. Diante disso, este estudo teve como objetivo
identificar fatores de risco associados ao uso de EAA e estimar a prevaléncia desse uso

ndo-supervisionado por usuarios de academias de Recife, Pernambuco, PE.

Métodos

Desenho da pesquisa

Trata-se de estudo transversal com abordagem quantitativa de usuérios de
academias de ginastica que ja fizeram uso ou ndo de EAA. Esse estudo foi realizado em
14 ginasios localizados na regido metropolitana de Recife, no estado de Pernambuco
durante os meses de janeiro a marco de 2020. O célculo do tamanho da amostra baseou-
se em um grau de confianca de 95%, nivel de significancia de 5% (duas caudas) e
contemplou praticantes de atividade fisica em academias de ginastica de ambos 0s sexos
e com idade acima de 18 anos. Assim, 358 individuos foram selecionados aleatoriamente
para compor esse estudo.

Foi utilizado um questionario estruturado modificado®® contendo 15 itens de
multipla escolha e que contemplavam: dados sociodemograficos; tempo de préatica
atividade fisica e/ou musculacao; consumo de suplementos dietéticos; adesdo a dietas;
dosagem e tempo de utilizagdo do anabolizante administrado; conhecimento sobre os
efeitos nocivos dos EAA,; potenciais efeitos benéficos oriundos do uso dos anabolizantes;
responsavel pela indicacdo e aplicacio dos EAA. Os questionarios foram
autoadministrados de forma aleatoria.

Andlise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software Minitab® - versio
18. Os dados foram tratados de acordo com a natureza das varidveis, se aplicando
estatistica descritiva, correspondente as medidas de tendéncia central: frequéncia e
porcentagem (%). As variaveis também foram testadas quanto a sua normalidade através
do teste de Kolmogorov-Smirnov. A anélise de correlacdo foi realizada com o teste rho

(r) de Spearman. A varidvel dependente “uso de EAA”, foi relacionada a outras variaveis
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para determinar associagdes, através da analise do Qui-quadrado (x?). Na existéncia de
uma matriz 2x2, também foi calculado o Odds Ratio (OR) e seu intervalo de confianca
de 95% (IC 95%). A significancia estatistica foi definida para um valor de p < 0,05. Todos
os valores de p mostrados sao bicaudais.

Aspectos éticos

O projeto deste estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica da Universidade
Federal de Pernambuco e os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre

Esclarecido.

Resultados

A distribuicdo etaria dos participantes revelou que uma quantidade expressiva da
populacdo era formada por adolescentes e adultos jovens, compreendendo
aproximadamente 80% do universo amostral. Destes, cerca de 80% (n = 283) eram
homens e 20% mulheres (n = 75). Quanto ao grau de escolaridade, todos os entrevistados
referiram algum nivel de instrucéo escolar, dos quais, 60,9% (n = 218) completaram nivel
superior, conforme disposto na Tabela 1.

A prética de atividade fisica mostra que cerca de 87% dos entrevistados tinham
pratica regular ha mais de um ano. Todavia, esse nimero cai para aproximadamente 57%
quando questionado sobre atividades especificas de forca, como musculacdo, para o
mesmao periodo.

Cerca de 60% da amostra (n = 205) referiu a adesdo de algum método dietético e
53,63% (n = 192) ja utilizou ou ainda faz o consumo de suplementos. Daqueles que ja
realizaram alguma dieta, 18,5% (n = 38) eram mulheres. Além disso, quase 97% dos
entrevistados ndao possuia nenhuma doenca cronica pré-existente.

Quanto ao grupo que faz uso de EAA, foi observado que era expressivamente
composto por homens (aproximadamente 90%), com margem etaria entre 26 e 35 anos e
que apresentaram menor tempo de pratica de musculacao, além de serem mais adeptos as

dietas (aproximadamente 80%) e de fazerem suplementacéo dietética (cerca de 75%).
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Tabela 1. Principais caracteristicas dos usuarios das academias de ginastica em Pernambuco, Odds ratio para o uso de EAA, associactes

estatisticas entre uso de EAA e demais variaveis.

Nunca usou anabolizantes Usa ou ja usou anabolizantes Total G
12 p | OR IC 95%
(N = 250) (N = 108) (N = 358) L
Frequénci Inferior | Superior
Frequéncia % Frequéncia % %
a
Sexo 7,42 1 1000|241 1,26 4,60
6
Masculino 188 75,2 95 87,96 283 79,05
Feminino 62 24,8 13 12,04 75 20,95
Faixa etaria 1,80 2 | 040 - - -
6
18-25 anos 75 30,0 33 30,56 108 30,17
26-35 anos 129 51,6 49 45,37 178 49,72
36 anos ou mais 46 18,4 26 24,07 72 20,11
Escolaridade 12,97 2 0,00 | 2,21 0,48 10,25
2 a
Ensino médio 10 4,0 2 1,85 12 3,35
Ensino superior incompleto 103 41,2 25 23,15 128 35,75
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Ensino superior completo 137 54,8 81 75,00 218 60,89
H4 quanto tempo prética 0,21 | 0,63
3,04 0,30 1,32
atividade fisica? 9 b
Oalano 35 14,0 10 9,26 45 12,57
la3ano 134 53,6 68 62,96 202 56,42
3 anos ou mais 81 324 30 27,78 111 31,01
H4 quanto tempo prética 0,00 | 2,15
18,11 1,36 3,41
musculacgéo? 0 ¢
O0alano 94 37,6 61 56,48 155 43,30
la3ano 112 44,8 23 21,30 135 37,71
3 anos ou mais 44 17,6 24 22,22 68 18,99
Jé& fez algum tipo de dieta? 0,00
26,53 3,73 2,22 6,26
0
Sim 121 48,4 84 77,78 205 57,26
Néo 129 51,6 24 22,22 153 42,74
Usa ou usou suplementos 0,00
30,91 4,01 2,42 6,66
dietéticos? 0
Sim 110 440 82 75,93 192 53,63
Nao 140 56,0 26 24,07 166 46,37
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Possui  alguma  doenca 0,99
0,00
cronica pré-existente? 1
HAS* 0 0 9 8,33 9 2,51
DM** 0 0 0 0,00 0 0,00
HAS e DM 0 0 2 1,85 2 0,56
Nenhuma 250 100 97 89,81 347 96,93

*HAS = Hipertensdo Arterial Sistémica; **DM =

Diabetes Mellitus; Para o calculo do OR, foram consideradas as respostas: Sem Ensino Superior (Ensino Médio) e Com Ensino

Superior (Completo ou Incompleto); Para o calculo do OR, foram consideradas as respostas: Pratica de atividade fisica até 1 ano e Pratica de atividade fisica por mais de 1 ano; ‘Para

o calculo do OR, foram consideradas as respostas: Pratica de musculagéo até 1 ano e Pratica de muscula¢do por mais de 1 ano.
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A partir dos testes de Qui-quadrado, foi possivel observar uma associacao entre
as variaveis: sexo; escolaridade; tempo de pratica de musculacao; realizacdo de alguma
dieta; uso de suplementos dietéticos e a variavel referente ao consumo de EAA (p<0,05).

Na amostra obtida para esse estudo, o sexo masculino e a maior escolaridade
apresentaram maior risco de consumo de EAA, a partir da razéo de chances, OR: 2,41
95% IC = (1,26, 4,60); OR 2,21 95% IC = (0,48, 10,25), respectivamente. Ao passo que
0 maior tempo da pratica de atividade fisica apresentou fator protetor para o consumo de
EAA, OR: 0,63 95% IC = (0,30, 1,32). Além disso, 0 menor tempo de pratica de
musculacdo, a realizacdo de dietas e uso de suplementos dietéticos, apresentaram-se como
fatores de risco para 0 consumo dessas substancias ergogénicas, OR: 2,15 95% IC = (1,36,
3,41); OR 3,73 95% IC = (2,22, 6,26) e OR 4,01 95% IC = (2,42, 6,66), respectivamente,

conforme dados apresentados na Tabela 1.

As doses de EAA variaram entre 200 mg a 3100 mg por semana e 0S usuarios
combinaram diferentes tipos de EAA para atingir essas dosagens. De acordo com a dose
utilizada, 37,96% (n=41) dos atletas usavam 200-500 mg de EAA semanalmente, 44,44%
(n = 48) dos entrevistados utilizavam 501-1000 mg por semana de EAA e 0s outros
17,59% (n = 19) dos atletas faziam uso de EAA acima de 1000 mg por semana. A
utilizacdo ocorreu em ciclos com duracéo de trés a doze semanas. Com relacdo ao tempo
de uso, a maioria dos entrevistados, 53,70% (n = 58), relatou que utilizou os anabolizantes
por um tempo de 1 a 3 anos.

Dentre os EAA utilizados pelos entrevistados, deca-durabolin, durateston,
oxandrolona, hemogenin, dianabol, enantato de testosterona e cipionato, foram os mais
citados.

Além disso, a maioria dos individuos do grupo EAA (aproximadamente 90%)
relatou ter experimentado pelo menos um dos seguintes efeitos colaterais: Endocrinos
(ginecomastia, pelos na face), Estéticos (estrias, acne), Gastrointestinais (nauseas,
diarreia), Ginecoldgicos (aumento do clitdris), Neurologicos (tontura, dor de cabeca), ou
Psiquiatricos (agressividade, mudangas no humor). Por outro lado, descreveram por
unanimidade que houve um aumento na disposicdo e forca fisica, além de relatarem
aumento na libido sexual, aceleragcdo na recuperagdo fisica, reducdo na hipertensédo e

melhora na aparéncia fisica.
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Sobre a indicacdo de EAA, 55% dos usuérios referiu orientagdo dos profissionais

de educacdo fisica. Indicacdo por amigos correspondeu a 25,00% (n = 27) e 16,67% (n =

18) por conta propria. Em relacdo a aplicacdo dos EAA, 59,26% (n = 64) dos

entrevistados aplicavam com profissionais de farmécia, 30,56% (n

profissionais de educacéo fisica e 10,19% (n = 11) faziam autoaplicagéo.

Tabela 2. Perfil de consumo de EAA e suas implicaces.

= 33) com

Frequéncia % %2 GL p
Dose dos anabolizantes usados 358 3 0,000
200-500 mg 41 37,96
501-1000 mg 48 44,44
1001-3000 mg 19 17,59
Tempo de uso 358 3 0,000
Oalano 28 25,93
la3ano 58 53,70
3 anos ou mais 22 20,37
Ja sentiu algum efeito colateral? 358 2 0,000
Sim 89 82,41
Néo 19 17,59
Efeitos colaterais que ja sentiu - - -
Enddcrinos 5 4,63
Estéticos 52 48,15
Gastrointestinais 1 0,93
Ginecoldgicos 5 4,63
Neurolégicos 2 1,85
Psiquiatricos 7 6,48
Dois efeitos colaterais 18 16,67
Trés ou mais efeitos colaterais 5 4,63
Nenhum 13 12,03
Efeitos benéficos que ja sentiu - - -
Reducéo da hipertensao 3 2,78
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Aumento da disposicdo e da
20 18,52
forca
Aumento da libido 5 4,63
Aceleracéo da recuperacéo fisica 13 12,04
Dois ou mais 67 62,04
Quem indicou o0 uso de
358 5 0,000
anabolizantes?
Educador fisico 59 54,63
Médico ou nutricionista 2 1,85
Amigo 27 25,00
Educador fisico e amigo 2 1,85
Ninguém 18 16,67
Quem aplicava o anabolizante? 358 3 0,000
Profissional na farmacia 64 59,26
Profissional de educagdo fisica 33 30,56
Autoaplicacdo 11 10,19

Em relagdo as analises feitas com a varidvel ‘Faixa etaria’, foi encontrada uma
correlacdo negativa, fraca e estatisticamente significativa com o tempo de pratica de
musculacao (r = -0;119; p = 0;025).

Foram encontradas correlacdes negativas, fracas e estatisticamente significativas
entre a escolaridade e o uso de suplementos dietéticos (r = -0,113; p = 0,033), uso de
anabolizantes (r = -0,190; p = 0,0001), dosagem utilizada (r = -0,184; p = 0,0001), tempo
de uso (r = -0,189; p = 0,0001), relato de efeitos colaterais (r = -0,188; p = 0,0001) e
aparecimento de efeitos benéficos (r = -0,198; p = 0,0001).

Foram encontradas correlacdes positivas, fracas e estatisticamente significativas
entre o tempo que realiza musculacéo e o uso de suplementos dietéticos (r = 0,148; p =
0,005), uso de anabolizantes (r = 0,109; p = 0,040) e dosagem utilizada (r = 0,132; p =
0,013).

Com relagdo as analises feitas com a variavel ‘Dieta’, foram encontradas
correlag@es positivas, fracas e estatisticamente significativas com a existéncia de doencas

crbnicas pré-existentes (r = 0,112; p = 0,034), uso de anabolizantes (r = 0,273; p =
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0,0001), dosagem utilizada (r = 0,265; p = 0,0001), tempo de uso (r = 0,272; p = 0,0001),
relato de efeitos colaterais (r = 0,269; p = 0,0001) e aparecimento de efeitos benéficos (r
=0,260; p = 0,0001).

Foram encontradas correlacdes positivas, fracas e estatisticamente significativas
entre a suplementacdo dietética e o uso de anabolizantes (r = 0,294; p = 0,0001), dosagem
utilizada (r = 0,290; p = 0,0001), tempo de uso (r = 0,301; p = 0,0001), relato de efeitos
colaterais (r = 0,289; p = 0,0001) e aparecimento de efeitos benéficos (r = 0,299; p =
0,0001).

Também foram encontradas correlagcGes positivas, fortes e estatisticamente
significativas entre o uso de anabolizantes e o surgimento de efeitos colaterais (r = 0,991;
p = 0,0001), tempo de uso (r = 0,983; p = 0,0001), com quem indicou o0 uso dos
anabolizantes (r = 0,983; p = 0,0001) e com quem aplicou (r = 0,984; p = 0,0001).

O relato de efeitos colaterais teve correlagcdo positiva muito forte com a dosagem
utilizada (r = 0,965; p = 0,0001), tempo de uso (r = 0,968; p = 0,0001), com quem indicou
0 uso dos anabolizantes (r = 0,971; p = 0,0001) e com quem aplicou (r = 0,972; p =
0,0001).

A dosagem utilizada do anabolizante também obteve correlacdo positiva muito
forte com o surgimento de efeitos benéficos (r = 0,967; p = 0,0001) e com quem indicou
(r = 0,968; p = 0,0001). Enquanto que o aparecimento de efeitos benéficos apresentou
uma correlacdo positiva, forte e estatisticamente significativas com o tempo de uso dos
anabolizantes (r = 0,973; p = 0,0001).
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Tempo que Efeitos Doenca
Tempo que Relato de Dosagem do Relato de Tempo de Quem indicou 0
Faixa pratica Uso de colaterais cronica
Sexo Escolaridade pratica Dieta Suplementacao efeitos anabolizante efeitos uso do uso de
etaria atividade anabolizantes que ja pré-
musculacéo colaterais usado benéficos ~ anabolizante anabolizantes
fisica sentiu existente
r=0,045
Faixa etéria
p=0,401
r=-0,095 r=-0,066
Escolaridade
p=0,073 p=0,215
Tempo que pratica r=-0,107 r=-0,009 r=-0,012
atividade fisica p=0,043 p=10,860 p=0,825
Tempo que pratica r=-0,008 r=-0,119 r=-0,042 r=0,175
musculagéo p=0,875 p =0,025 p=0,426 p=0,001
r=0,069 r=0,039 r=-0,039 r=-0,081 r=-0,021
Dieta
p=0,195 p =0,459 p = 0,462 p=0,126 p=0,687
r=0,113 r=-0,034 r=-0,113 r=0,067 r=0,148 r=0,046
Suplementacao
p=0,032 p=0523 p=0,033 p =0,207 p = 0,005 p =0,386
r=0,144 r=-0,030 r=-0,190 r=0,007 r=0,109 r=0,273 r=0,294
Uso de anabolizantes
p = 0,006 p = 0,565 p =0,0001 p =0,897 p = 0,040 p =0,0001 p =0,0001
Relato de efeitos r=0,150 r=-0,035 r=-0,188 r=0,002 r=0,097 r=0,269 r=0,289 r=0,991
colaterais p =0,004 p=0,515 p =0,0001 p =0,966 p = 0,066 p =0,0001 p =0,0001 p =0,0001
Efeitos colaterais r=0,174 r=-0,031 r=-0,188 r=0,003 r=0,111 r=0,263 r=0,294 r=0,981 r=0,990
que ja sentiu p=0,001 p=0,556 p =0,0001 p =0,950 p=0,035 p = 0,0001 p =0,0001 p =0,0001 p =0,0001
Dosagem do r=0,144 r=-0,037 r=-0,184 r=0,002 r=0,132 r=0,265 r=20,290 r=20,982 r=0,965 r=0,967
anabolizante usado p = 0,006 p=0,482 p =0,0001 p=0,967 p=0,013 p = 0,0001 p =0,0001 p =0,0001 p =0,0001 p =0,0001
Doenga cronica pré- r=0,045 r=0,022 r=-0,088 r=0,020 r=0,023 r=0,112 r=0,089 r=0,258 r=0,253 r=0,224 r=0,222
existente p=0,391 p=0,674 p =0,098 p=0,710 p =0,669 p=0,034 p=0,091 p =0,0001 p =0,0001 p =0,0001 p =0,0001
Relato de efeitos r=0,157 r=-0,014 r=-0,198 r=-0,006 r=0,101 r=0,260 r=0,299 r=0,985 r=0,979 r=0971 r=0,967 r=0,243
benéficos p=0,003 p=0,798 p =0,0001 p=0,908 p =0,055 p = 0,0001 p =0,0001 p =0,0001 p =0,0001 p =0,0001 p =0,0001 p =0,0001
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Tempo de uso do r=0,127 r=-0,015 r=-0,189 r=0,011 r=0,104 r=0,272 r=0,301 r=0,983 r=0,968 r=0,961 r=0,969 r=0,215 r=0,973
anabolizante p=0017 p=0772 p=0,0001 p = 0,830 p = 0,050 p = 0,0001 p =0,0001 p =0,0001 p=00001  p=00001 p=00001 p=00001 p=0,0001
Quem indicou o0 uso r=0,144 r=-0,034 r=-0,187 r=0,015 r=0,115 r=0,266 r=0,291 r=20,983 r=0,971 r=0,965 r=0,968 r=0,236 r=0,973 r=0,965
de anabolizantes p=0006 p=0519 p=0,0001 p=0,777 p=0,029 p = 0,0001 p =0,0001 p =0,0001 p=00001  p=00001 p=00001 p=00001 p=00001  p-=0,0001
Aplicacéo do r=0,147 r=-0,027 r=-0,181 r=0,009 r=0,127 r=0,266 r=0,289 r=20,984 r=20,972 r=0,966 r=0,972 r=0,250 r=0,973 r=0,966 r=0,978
anabolizante p=0005 p=0613 p =0,001 p =0,867 p=0,016 p = 0,0001 p = 0,0001 p = 0,0001 p=00001  p=00001 p=00001 p=00001 p=0,0001  p=0,0001 p = 0,0001

Tabela 3. Matriz de correlacdo de Spearman das variaveis aplicadas no questionario utilizado nesse estudo.

A correlacdo entre varidveis aplicadas no questiondrio utilizado nesse estudo foi analisada pelo teste de correlagdo de Spearman, cuja cor vermelha se refere as correlagdes negativas e a cor verde

as correlagdes positivas.
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Discusséo

No estudo em questdo, os resultados apresentaram que a amostra € majoritariamente
representada por individuos adolescentes e jovens adultos. Esse dado é relevante, pois
mostra que com o advento da globalizacao, as pessoas estdo cada vez mais sensiveis aos
padrdes estéticos determinados pela sociedade e buscando meios facilitadores para atingir
esses padrdes, como o uso de EAA. Corroborando com isso, um estudo observou que nos
Estados Unidos, milhGes de jovens foram ou s&o usuérios de EAAS"10,

Outro dado encontrado neste estudo revelou que a prevaléncia no uso de EAA foi
de 30,3%. Isso representa um indice elevado para os praticantes de atividade fisica em
Pernambuco, uma vez que se mostrou superior aos 6,5% encontrados em um estudo
realizado em cidades do Rio Grande do Sull. Além disso, apresentou um maior indice
qguando comparado com a literatura que avaliou proporc¢des nacionais, como o de Abrahin
et al.*? (2013) ao relatarem que a prevaléncia do uso de EAA no Brasil pode variar entre
2,1% e 25,5%, estando isso associado com caracteristicas da amostra e da regido
analisada. Observa-se, com isso, um consumo preocupante de substancias ergogénicas
pela populacéo estudada.

Ao comparar os dados obtidos (Tabela 1) entre aqueles que nunca utilizaram
anabolizantes com aqueles que usam ou ja fizeram uso de anabolizantes, percebe-se que,
esse segundo grupo, foi formado por mais homens (87,96%), possuiam mais entrevistados
com nivel superior completo (75,00%) e a maior parte fazia atividade fisica ha 1 a 3 anos
(62,96%). Esses resultados foram similares ao grupo que nao usa anabolizantes.

No entanto, diferentemente daqueles que ndo fizeram uso de anabolizantes, a
maioria dos usuarios de EAA apresentou menor tempo de préatica de musculacdo (0 a 1
ano — 56,48%), realizavam mais dietas (77,78%) e consumiam mais suplementos
dietéticos (75,93%). Muitos seguem dietas oriundas das redes sociais, associadas aos
comportamentos alimentares disfuncionais, cuja motivacéo € a perda de peso e adequacédo
aos padrdes atuais de beleza e, associando ao uso de farmacos, pode levar a sérios
prejuizos a satde®®.

Igualmente, esse dado mostra o imediatismo pela busca dos resultados estéticos,

pois tendem a buscar métodos alternativos e aparentemente instantaneos, como o uso de
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EAA, para alcancarem o delineamento fisico almejado, sem necessariamente refletirem
acerca do impacto que isso pode ocasionar na salde.

Em contraste com os dados encontrados nesse estudo, Oliveira e Cavalcante Neto*
(2018) relataram que o consumo de EAA é pratica comum na vida dos praticantes de
musculacdo mais experientes, que sdo impulsionados pela estética e pela insatisfacdo do
proprio corpo, levando-os ao uso dessas substdncias quando comparados com 0S
praticantes de musculagdo iniciantes.

Com o advento da pds-modernidade, a concepc¢éo de beleza foi sendo alterada. Hoje
em dia, a midia exerce uma enorme influéncia de como deve ser o corpo “ideal”. Com
discurso transtornado que fomenta comportamentos disfuncionais, disfarcado de
preocupacao com a saude, homens e mulheres buscam a inclusdo nos padrdes fisicos que
sdo desenhados pelo menor percentual de gordura e maior quantidade de musculos. Com
isso, para muitos, 0 uso de EAA parece ser uma alternativa viavel, uma vez que possibilita
resultados estéticos esperados®® em uma menor quantidade de tempo e com “menor”
esforgo fisico e dietético.

Além disso, a insatisfacdo com a imagem corporal apresenta forte associacdo com
a frequéncia de transtorno alimentar, podendo levar a diversos disturbios alimentares®®,
0s quais agravam a possibilidade de eventos negativos em salde que sdo também
proporcionados pelo uso de esteroides, como visto nesse estudo.

Ao analisar os dados estatisticos referentes as associagdes e os fatores de risco,
é possivel sugerir que o sexo masculino possui aproximadamente 3 (trés) vezes mais
chances para consumir os EAA, quando comparado ao sexo feminino, assim como a
maior escolaridade. Além disso, aqueles individuos que apresentaram menor tempo de
pratica de musculacdo, adesdo a padrdes nutricionais e que consumiam algum tipo de
suplemento dietético, também apresentaram aproximadamente duas e quatro vezes mais
chances, respectivamente, de consumirem os EAA. Em contrapartida, o maior tempo de
pratica de atividade fisica se mostrou como fator protetor para o consumo de EAA, ou
seja, aqueles individuos que sdo ha mais tempo treinados, tendem a ter menor consumo

de substancias ergogénicas.
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Resultados semelhantes foram encontrados em estudo realizado por Tavares et
al.1” (2020), ao verificarem que o sexo masculino apresentou mais chances para o uso de
EAA, em detrimento do feminino. Todavia, esse mesmo estudo apresentou dados
distintos quanto ao grau de escolaridade, tendo o aumento do titulo académico como um
fator protetor para 0 consumo de tais substancias. Tambeém relataram resultado divergente
do presente estudo quanto ao tempo de pratica de atividade fisica, pois encontraram que
0 maior tempo aumentava o risco de uso para EAA, destoando da nossa populagéo

estudada.

Ademais, é importante destacar que os dados referentes ao menor tempo de
musculacao, realizacdo de dietas e consumo de suplementos dietéticos se apresentarem
como maior fator de risco para o consumo de EAA reforca a ideia acerca do imediatismo
para alcance de padrdes estéticos, sem que haja necessariamente uma preocupacao e

cuidado com os impactos adversos e a saude global.

Em seu trabalho, Siqueira Nogueira et al.'® (2014), observaram associacdo com
significancia estatistica entre o consumo de suplementos dietéticos e o uso de substancias
medicamentosas ergogénicas como 0 EAA, semelhante ao que foi encontrado no presente

estudo.

Como constatado neste inquérito, observou-se uma maior incidéncia de uso de EAA
na populacdo masculina em relacéo a populacdo feminina. O grande nimero de homens
é justificado pela valorizacdo da massa muscular na estética masculina, que vem se
tornando um hébito compulsivo por diversos usuarios de academia, embora o0s estudos
ainda sejam escassos'®. Contudo, ambos 0s sexos estdo susceptiveis a pressao estética,
valorizando extremamente a aparéncia fisica, que também pode levar a origem de outros
distlrbios como, anorexia, bulimia e vigorexia (transtorno dismorfico muscular)®.

Além disso, analisa-se que a mulher, apesar de sofrer forte influéncia da sociedade

no que tange os padrdes estéticos, tende a se preocupar mais com o emagrecimento, que
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ndo diretamente esta associado com o uso de EAA e sim com a adesdo de pratica de
atividade fisica associada a dietas.

Quase todos os usuarios de EAA desse estudo (98,1%), fizeram a administracédo de
forma ciclica, com mais de um EAA em associacdo. Tal ciclo geralmente tem duracéo
entre quatro e 12 semanas, guiado principalmente por profissionais de educacao fisica das
proprias academias e por companheiros de treino. Esses dados indicam que a maior parte
do estimulo sobre o uso de anabolizantes sdo encontrados na propria academia.
Resultados semelhantes foram demonstrados por Evans?! (1997) e Kanayama e Pope?
(2018). Portanto, é notdria a importancia de se conscientizar o publico das academias
sobre os efeitos colaterais dos EAA e que os beneficios em geral sdo transitorios e
dependentes da continuidade do uso da droga.

Além disso, infere-se que os dados apresentados nesse estudo, quanto a indicacao
do uso de EAA é preocupante, uma vez que foi orientado por profissionais de satde que
ndo sdo capacitados legislativamente para tal. 1sso, por sua vez, produz prejuizos a saude
publica, pois ja é bem fundamentado na comunidade cientifica acerca do impacto
negativo da prescricdo incorreta de farmacos, além da auto medicacao, que pode levar ao
CONSUMO eXCessivo.

Com relagdo aos EAA mais utilizados neste estudo, observa-se que o0s
predominantes sdo aqueles mais famosos comercialmente, principalmente entre a
comunidade dos atletas e desportistas. Esse dado corrobora com estudo realizado por
Sanzon et al.?? (2020) que observaram que a trembolona, boldenona, oxandrolona e o
estanozolol foram os esterdides mais usados pelos atletas de Joinville/SC.

Outro dado importante encontrado nessa pesquisa mostrou que quase toda amostra
(90% dos usuarios de EAA) relatou ter sofrido algum tipo de efeito colateral. Esse nUmero
expressivo foi também fortemente e significativamente observado ao realizar o teste
estatistico de correlagdo entre as variaveis de “uso de anabolizante” e o “surgimento dos
efeitos colaterais”. Todavia, esse era um resultado esperado, pois a comunidade cientifica
ja é bem fundamentada quanto ao desenvolvimento desses efeitos adversos e 0 consumo

inadequado/desorientado de substancias ergogénicas.
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Os atletas do sexo masculino incluidos neste estudo relataram algum efeito fisico
negativo ao usarem EAA tal como estrias, acne, tontura, nduseas, dores de cabeca,
diarreia, queda de cabelo, ginecomastia e impoténcia sexual. Confirmando os dados
encontrados, Parkinson e Evans?® (2006) descreveram efeitos nocivos semelhantes em
homens.

Entre as mulheres usuérias de EAA, os relatos de efeitos adversos mais comuns
incluiram alteracéo na voz, crescimento de pelos no rosto, hipertrofia do clitéris, e queda
de cabelo. A Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia?* ressalta que 0 uso
indiscriminado de anabolizantes pode provocar efeitos colaterais, em ambos 0s sexos,
muito semelhantes aos relatados nesse trabalho, além de alteragdes clinicas que envolvem
funcdo hepatica, formacdo de tumores, alteracbes da coagulacdo sanguinea, retencao de
fluido e aumento da pressdo arterial. Esses efeitos também ja foram apontados em outros
estudos e evidenciados na literatura.

Com relacdo as alteracdes psicoldgicas causadas pelo uso de EAA, foi observado,
em maioria, 0 comportamento agressivo, alteracbes de humor e manias. Pode-se encontrar
divergéncias nos resultados, pois, deve-se levar em consideracdo o perfil individual, ja
que alguns podem ser mais suscetiveis a tais drogas?.

Ainda quanto ao surgimento de efeitos colaterais, foi observada a partir dos testes
realizados, forte correlacdo positiva entre “quem indicou”, além do “tempo de consumo”,
com significancia estatistica. Apesar de ndo possuir causalidade, esse dado € relevante e
preocupante, pois sugere que uma indicacdo nao adequada, além do consumo crénico de
EAA pode ocasionar efeitos adversos, gerando impacto negativo a salde dos
consumidores, como 0s descritos no presente estudo.

Ademais, é importante salientar que a maioria dos efeitos adversos do uso
exagerado, indiscriminado e para fins estéticos, costuma ocorrer em individuos que
objetivam melhorar desempenho esportivo e estético, com dosagens supra fisioldgicas,
ou seja, além daquelas que sdo necessarias ao organismo.

Outros achados encontrados nesta pesquisa sugerem que a comercializagdo e
consumo ilicito de EAA ocorrem dentro do proprio ambiente de desporto, como nas

academias de ginastica. Esse é um dado alarmante, uma vez que no Brasil, a venda deste
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tipo de farmaco, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é
restrita e feita somente mediante apresentacdo de receita médica para diversos fins
terapéuticos?’. No entanto, mesmo com a regulamentacdo pelos 6rgdos vigentes, é
observado aumento continuo do comércio dessas substancias no Sistema Nacional de
Gerenciamento de Produtos Controlados. Tais resultados corroboram com a literatura ao
abordar que a maioria os esteroides sdo obtidos de forma clandestina e ilegal?®.

Além disso, € importante debater acerca do perfil de atuacdo do profissional de
Educacdo Fisica como um dos principais agentes a combater esse comércio
desorganizado e insalubre. Todavia, é alarmante e preocupante perceber que no estudo
em questao, esses profissionais séo 0s que orientam, de modo equivocado, 0 consumo das
propriedades ergogénicas medicamentosas, como 0s EAA. Isso, por sua vez, promove um
impacto negativo na cadeia de promogéo a saude?®.

Apesar de se apresentar conflitante, foi observada uma correlacdo negativa entre a
variavel de “escolaridade” e uso de suplementos dietéticos e anabolizantes. Com a mesma
limitacdo do teste, é possivel sugerir que a pontuagdo € inversamente proporcional. Ou
seja, individuos com maior grau de instrucdo, tendem a consumir menos suplementos
dietéticos e menos anabolizantes. Esses dados, no entanto, destoam com estudo realizado
por Prezotto e Trevisan® (2018), pois verificaram que quanto maior o grau de
escolaridade, maior a quantidade de substancias ergogénicas consumidas.

Além disso, outro dado relevante encontrado a partir dos testes de correlacéo
revelou correlacdo positiva muito forte entre o surgimento dos efeitos benéficos, com as
variaveis de “quem indicou” e “tempo de uso”. Esse dado, por sua vez, € passivel de
questionamento, uma vez que entra em conflito com os estudos realizados que apontam
0s aspectos negativos do uso crénico de EAA, além de uso a partir de orientacdes de
profissionais ndo capacitados.

No entanto, pode-se estimar que esses dados possam ser produtos de um viés
amostral, pois as respostas eram auto referidos e todos os entrevistados, além do relato
acerca dos efeitos colaterais, referiram efeitos positivos consequentes ao consumo de
EAA.

Limitacoes
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O presente estudo apresenta algumas limitagdes. Inicialmente, a aplicacdo de um
questionario autorreferido pode levar ao erro sistematico de alguns dados, pois dependem
da memoria dos participantes, aléem de que alguns podem ocultar certas informacgdes
importantes. E sabe-se que estes sao fatores importantes a serem avaliados dentro de uma
analise de consumo de EAA, pois é necessario um retrato fidedigno para que se possa
reduzir os riscos de delineamento de estimativas com baixa acuracia. Alem disso, a
auséncia de dados bioquimicos e laudos médicos para investigacdo da satde global dos
participantes, assim como para determinar a auséncia ou presenca de diagnosticos de
doencas crbnicas pode ter sido um viés para o inquérito aplicado. Todavia, é importante
ressaltar que a amostra probabilistica foi calculada para a populacdo, conferindo forca
cientifica para as generalizagdes e representagdes dos dados encontrados.

Concluséo

Embora a verdadeira magnitude do uso indevido de EAA seja dificil de estimar,
estd bem estabelecido que a utilizacdo de tais substancias ndo esteja mais restrita ao
esporte de elite. Verificou-se uma importante prevaléncia do uso indiscriminado de EAA
na amostra estudada. Os resultados revelaram que o uso de EAA varia significativamente
de acordo com género, educacdo, faixa etaria, adesao a dietas e suplementos dietéticos e
tempo de realizacdo de atividade fisica, sobretudo musculagdo. Assim, homens adultos,
com idade entre 26 e 35 anos, Ensino Superior completo, realizagédo de dietas, consumo
de suplementos nutricionais e tempo de participacdo na musculag¢do ao longo de um ano
estdo mais dispostos a fazerem uso de EAA. Dessa forma, o elevado indice de usuarios
desportistas que realizam o consumo de EAA ¢é algo que precisa ser contornado dentro
do universo amostral apresentado, tendo em vista 0 impacto negativo na saude, por se
tratarem, principalmente, de individuos que realizam consumo de EAA sem a prescri¢do

adequada, sob devida orienta¢do médica.
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Abstract

The use of substances to improve the performance of athletes is a common and old
practice. There are reports from the 1st and 2nd centuries of the ingestion of bull's testicles
by Olympic competitors, which would be justified by its rich testosterone content.
Another historical fact is that testosterone was used by German troops to increase the
strength and aggressiveness of German soldiers during World War 1. We aimed to
evaluate whether AAS (stanozolol) alters the behavior and aggressiveness of male rats in
relation to their relatives and whether physical exercise attenuates aggressive behavior.
Four groups of rats were housed in housing boxes in groups of five and were kept in this
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condition from birth and throughout the period of the adapted protocol described by
Golden et al. (2011). During the period of application of Stanozolol, the animals were
allowed to interact with each other. The behavior of the rats was evaluated for one hour
a day, five days a week for 60 days. With the steroid the number of attacks increased with
the passing of time of use. The results show that high doses of stanozolol can cause
behavioral changes, increasing aggression between individuals in the same family, even
with no competition or stress that could trigger conflicts. Aggressive behavior remained
the same with stanozolol withdrawal, and physical activity did not attenuate behavioral
changes during or after steroid use.

Keywords: Animal behavior, testosterone, adverse effects, aggressive behavior,
stanozolol, neurological effects.

1. Introduction

The anabolic-androgenic steroids (AAS) used to improve anabonicals effects have been used in
an alarming scale [18]. They promote the primary and secondary sexual characteristics in humans [16, 38].
AAS have been diffused and prescribed more and more frequently, thus, the research numbers related to
potential benefits and risks for their uses have increased [31]. Social behavior changes and the
aggressiveness increase are side-effects evidenced and less spoken related to the AAS using. Depending on
the time of AAS use, the behavioral disturbances could affect important phases of development, such as:
adolescence and adult phase [11, 26, 33].

The AAS, generally, act right on specifical receptors, once in circulation, they are transported by
the bloodstream as messengers, in their free or combined to transport molecules forms [9]. Among the most
populars and consumed AAS, it is stanozolol. It is a testosterone ester (17-beta-hydroxy-17-alpha—methyl
androstane (3,2-C) pyrazole). It has a great anabolic potential and a slower hepatical degradation than the
natural masculine hormone [28]. Moreover, Reitzner and colleagues (2019) demonstrated that visceral fat
and bone respond more effectively to AAS and physical exercise than skeletal muscle, and it may present
sensitivity to other tissues, such as the Central Nervous System (CNS).

Since the 1930s, the AAS have been used to treat psychiatric conditions improving cognitive
functioning, especially in elders men with or without hypogonadism. It was prescribed intending to
preservate the testosterone levels homeostatic, promote the neurogenese, synaptic remodeling at the
hippocampus and prefrontal cortex, critical areas to the memory and cognitive functioning, stepping up in
patient quality life [5].

Nervous System can be affected by continuous use of AAS, leading to behavioral alterations, for
example: manias, depression, mood instability, insomnia and aggressiveness [1, 4, 25]. Used to improve
physical performance, it shows evidences that can be related to increase of aggressiveness in human beings.
In 2014, Ferreira and colleagues studying rats subjected to high doses of stanozolol concluded that the
substance induced rats to aggression and high doses can lead them to depression. Equally important, Clark
and Henderson have observed mood and neurochemical changes in mice after long exposition to AAS.
Similar effects were also observed in athletes using high doses of AAS [35]. Those changes can be
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associated to neuronal profiles in the Globus Pallidus [19], and morphofunctional alterations of neurons in
cortical and hippocampal regions [13].

Complex interaction of the endocrine and nervous system performs a vital importance on
individual metabolism. Several metabolic pathways maintain homeostasis, some have a general effect on
the entire system (hypertrophy, proliferation, differentiation and maintenance of muscle cells), such as
insulin-like growth factor 1, or somatomedin C or IGF-1 [34]. They also affect development of satellite-
cells progenitors of myotubes , such as Pax7 [6] and myogenin [27]. It can also be affected by an increase
in the phosphorylation of glutamate receptors (NMDA\) in the central nervous system [32].

The negative impacts of AAS abuse on the CNS are related to decrease of cellular proliferation,
increased apoptosis in nerve cells [3], generating morphological changes, resulting in functional,
morphological and biochemical changes and leading to cell death in neurons [12, 19, 22]. Lu, Shaikh e
Siegel (1992) state that there is a greater activation of the NMDA receptors, in turn, being involved in some
kind of aggressive responses, affecting, specially, the hipotalamus (most damaged area by the increase of
aggressiveness). It is necessary to know that AAS users can become more aggressive [7].

Aggressiveness is a social behavior comprising communicational signs, acts and postures taken to
achieve a specific objective, usually, defense against threatening stimuli (individuals or collectives), food
competition, search for sexual partners, territorial or offspring defense, fear and stress, it all could result in
aggressive behavior objetifying inflinct pain, injury or submission from the attacked one (De Almeida;
Cabral e Narvaes, 2015).

Multiple authors have studied the aggressiveness in rats exposed to AAS, always measuring the
aggressive acts exhibited by resident males to another intruder or outsider male. In these studies, AAS
exposed male rats executed more attacks with less intervaled time of attacks than the control group [15, 20,
21, 24, 26]. Hence, we intend to investigate if AAS (stanozolol) changes rats behavior and aggressiveness
to their relatives, and if physical exercising attenuates the aggressive behavior. We committed to avoid, on
this research, any alteration that could lead them to an aggressive alteration, such as contention, handling,
as well as food, territorial and partner competition.

2. Methods

Animals: Male Wistar rats at 90 days of age were kept in the sectoral vivarium of the Department
of Animal Morphology and Physiology at UFRPE under a 12/12 light/dark cycle. Divided into four groups:
vehicle control group (CV, n=5) that received saline solution intramuscularly. Stanozolol control group
(CS, n=5) in which stanozolol was administered intramuscularly at a dose of 20.0 mg /kg/week for 8
consecutive weeks. Exercized Vehicle (EV, n=5) which has practiced physical exercise and received saline
solution. And last but no least, exercized and stanozolol subjected rats (ES, n=5), which practiced physical
exercise and in which stanozolol was administered intramuscularly at a dose of 20.0 mg /kg/week for 8
consecutive weeks [2, 10]. The groups have always been brothers and have grown up together since birth.
For the identification of each rat, marking was made on the tail (with a hypoallergenic pen). The use of
animals was approved by the Ethics Committee for Animal Use (CEUA) of UFRPE number 098/2019.
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Behavioral Assessment: The rats were housed in housing boxes in groups of five and kept in this
condition from birth and throughout the period of implementation of the adapted protocol described by [38,
39]. During the period of Stanozolol application, the animals were allowed to interact freely for a period.
The rats' behavior was evaluated for one hour daily, five days a week for 60 days.

The evaluation of aggressive behavior was performed in adult animals, using the resident/intruder
rat paradigm. It consists of placing the rats alone for 30 minutes in a clean polypropylene box, without the
availability of water and food, closed with a high iron grid. per day for testing. After this time, the rat is
placed back in the cage along with the others in its group, and the observation is carried out for one hour.
The behavior was counted each time the rat performed one of the following situations: threat of attack,
attacks by biting, by side kicks or by boxing, pelvic pressure or position of dominance (submission). The
tests were carried out from the beginning of the application of stanozolol, until the end of the application
of this AAS and the swimming exercise program, totaling 60 days of behavioral assessment. (Cunningham
and McGinnis, 2008 modified).

Statistical Analysis: All statistical analyzes were performed using Minitab® software - version
18. Data were treated according to the nature of the variables, applying descriptive statistics, corresponding
to measures of central tendency: frequency and percentage. The variables were also tested for normality
using the Shapiro-Wilk test, obtaining a non-parametric distribution. To analyze the results, the Kruskal-
Wallis test was used followed by the Dunns post-test. Statistical significance was set to a p-value < 0.05.
All p-values shown are two-tailed.

3. Results

Continuous use of anabolic steroids can cause behavioral and psychiatric changes such as mood
swings, euphoria, insomnia, aggression, mania, depression, etc. In addition, individuals who use injectable
anabolic steroids are at risk of sharing contaminated syringes and becoming infected with HIV, hepatitis B
or C [1, 25]. Steroids can reduce users' control of self-preservation, increase risky behavior and,
consequently, aggressiveness (Cabral et al., 2020).

Food competition, search for sexual partners, territorial or offspring defense, fear and stress, are
the factors that can motivate aggressive behavior, aiming to cause harm, prejudice or submission to the
victim [14]. Even without the factors described above, the animals exposed to stanozolol showed aggressive
behavior patterns, mainly threats of attack and bites, even in cage mates. The attacks became more frequent
as the experiment passed (Table 1). The attacks were carried out in any vulnerable region of the victim
(Image 1).
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Table 1. The total weekly aggressiveness rate was higher for rats treated with stanozolol, regardless of whether or not they practiced
physical activity. Vehicle control group (CV, n=5) that received saline solution, intramuscularly and the stanozolol control group
(CS, n=5) in which stanozolol was administered, (EV, n=5) practiced physical exercise and received saline solution, (ES, n=5)
practiced physical exercise and was administered stanozolol.

Comparisons Ranks differences p Value
Middle ranks CV e CS 12,8125 < 0.05
Middle ranks CV e EV 3.25 ns
Middle ranks CV e ES 17.4375 < 0,05
Middle ranks CS ¢ EV 9.5625 ns
Middle ranks CS ¢ ES 4625 ns
Middle ranks EV ¢ ES 14,1875 <0.05

Table 2. Comparison of aggressiveness between groups. Normality: p<0.05. Non-parametric sample Test:
Shapiro-Wilk (*ns = not significant).
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Image 1: Emphasizing marks of aggression made by ES group.

When we compared the aggressiveness levels with the groups among themselves, during and after
the experiments, we found significance only in the ES group. Thus, demonstrating that aggressive behavior
remains high even after stanozolol withdrawal (Table 3). Abusive use of AAS can cause dependence,
possibly leading to withdrawal syndromes, and behavioral changes. [25]. Santos and colleagues (2006)
deduced that the aggressive behavior that remains after the use of AAS may be associated with withdrawal
effects.

P Value

CV x CV-post 0.0758

CS x CS-post 0,0934

EV x EV-post 0,0713

ES x ES-post 0.0216*

Table 3: Aggression levels with the groups among themselves, during and after the experiments.
Normality: p<0.05, Non-parametric sample, Test: Shapiro-Wilk, Difference test: Mann-Whitney U. *
Significant.
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4, Discussion

Average frequencies for aggressive behavior parameters (Table 1) showed that aggression patterns
were different for each of the tested groups. Bite attacks increased over the weeks for the stanozolol-treated
groups. There was significance between the treated and control groups (Table 2), demonstrating that the
longer the exposure time to stanozolol, the greater the aggressive behavior. Similar results were found by
McGinnis and colleagues in 2002, who verified aggressive behavior during the administration of
nandrolone decanoate (DN), stanozolol and testosterone propionate (PT); 5mg/kg/5 days a week for 12
weeks.

In the study conducted by Breuer et al. (2001), they concluded that aggressive behavior was
increased in rats treated with PT, however, DN and stanozolol were similar to the control group. These last
data do not correspond with our findings. There was an increase in the aggressive behavior of the treated
rats, probably due to the dose used, 20.0 mg/kg/2 days of stanozolol per week for 8 weeks, very close to
the doses used by athletes, and four times higher than the 5mg/ kg/week for 12 weeks, tested by Breuer et
al in 2001. Ferreira et al. (2014) demonstrate that aggressive behavior occurred with high doses of
stanozolol, as well as repeated use of this substance Pinna et al. (2008).

5. Conclusions

The steroid has been shown to be linked to increased attacks over time of use. The results show
that high doses of stanozolol can cause behavioral changes, increasing aggression among individuals of the
same family, even with no competition or stress that can trigger conflicts. Aggressive behavior remained
the same with stanozolol withdrawal. Finally, physical activity did not attenuate behavioral changes during
or after steroid use.
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Resumo

O risco de mortalidade entre os usuarios crénicos de esteroides anabolicos
androgénicos (EAA) é alto, podendo levar a complicagBes cardiovasculares,
disfuncdo hepética, lesdo renal, distarbios psiquiatricos, reducdo da tirdide,
produgéo hormonal, infertilidade e modula a imunidade. Objetivamos investigar
os efeitos oxidativos do estanozolol sobre o sistema renal, Hepatico e
cardiovascular de ratos sedentarios e treinados com natacao. Foram utilizados
50 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos, sadios ao exame clinico, com
peso entre 200 e 300g, com, no maximo, 90 dias de nascidos. A peroxidacao
lipidica e os niveis glutationa reduzida (GSH) foram avaliados no figado e nos
rins de ratos machos adultos. Foram utilizados como um marcador de
peroxidacéo lipidica os niveis de malondialdeido (MDA) através da mensuracao
de substancias reativas ao &cido tiobarbitarico (TBARS). Nossos resultados
mostraram que o consumo de estanozolol surprafisiologico (20,0 mg/kg/semana)
elevou a producdo de EROs no coracéo, figado e rins de ratos Wistar machos.
No geral a atividade fisica (natacdo) elevou os niveis dos mecanismos
antioxidantes desses 6rgaos, porém, ndo foi capaz de equilibrar o sistema redox
dos 6rgéos estudados. O efeito oxidativo do EAA, no miocardio, figado e rins de
ratos € semelhante, tanto em ratos treinados ou sedentarios. O estanozol,
sozinho ou em combinagdo com o exercicio fisico intenso, é pro-oxidativo no
miocardio figado e rins de ratos machos.

Palavras-chave: Ester6ides anabolizantes androgénicos; Efeitos colaterais;
Estresse oxidativo; Atividade fisica.
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Abstract

The risk of mortality among chronic users of anabolic androgenic steroids (AAS)
is high, which can lead to cardiovascular complications, liver dysfunction, kidney
damage, psychiatric disorders, reduced thyroid, hormone production, infertility
and modulates immunity. We aimed to investigate the oxidative effects of
stanozolol on the renal, hepatic and cardiovascular systems of sedentary and
swimming-trained rats. Fifty adult male Wistar rats were used, healthy at clinical
examination, weighing between 200 and 300g, with a maximum of 90 days of
birth. Lipid peroxidation and reduced glutathione (GSH) levels were evaluated in
the liver and kidneys of adult male rats. Malondialdehyde (MDA) levels were used
as a marker of lipid peroxidation by measuring thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS). Our results showed that the consumption of
surpraphysiological stanozolol (20.0 mg/kg/week) increased the production of
ROS in the heart, liver and kidneys of male Wistar rats. In general, physical
activity (swimming) increased the levels of the antioxidant mechanisms of these
organs, however, it was not able to balance the redox system of the organs
studied. The oxidative effect of EAA on the myocardium, liver and kidneys of rats
is similar in both trained and sedentary rats. Stanozole, alone or in combination
with intense physical exercise, is pro-oxidative in the myocardium, liver and
kidneys of male rats.

Keywords: Androgenic Anabolic Steroids; Side Effects; Oxidative Stress,
Physical Activity.
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Introducéo

Os esteroides anabolizantes s&o substancias sintéticas, similares a
testosterona, que podem ser utilizados por administracdo oral ou injetavel. Os
esteroides anabdlicos androgénicos (EAAs) pertencem a uma familia de
substancias analogas a testosterona com capacidade de estimular o crescimento
muscular e a fungdo do sistema reprodutor masculino através de suas interacdes
celulares, biodisponibilidade e balanco entre suas atividades androgénicas e
anabdlicas (Marques et al., 2003; Kanayama et al.,, 2008). Os EAAs sdo
utilizados para o tratamento do hipogonadismo, para o tratamento de quadros de
deficiéncia do metabolismo proteico, para a castragdo terapéutica, para o
tratamento de tumores mamarios, e para o controle de menopausa e andropausa
(Machado et al, 2002; Cunha et al., 2004). Outras aplicacdes dos EAAS incluem
o tratamento da caquexia induzida pela AIDS e por algumas tipos de cancer, da
osteoporose, da anemia grave, crescimento retardado, politraumatismos,
queimaduras e recuperacao pos-operatoria (Lize et al., 1999; Cunha et al., 2004;
Peluso et al., 2009).

Apesar da utilidade terapéutica dos EAAs, essas drogas também sé&o
consideradas como drogas de uso recreativo, sendo amplamente utilizadas para
promocdo de ganho de massa magra, melhoria da performance atlética,
aumento de libido e de auto-confianca (Skarberg et al., 2008). O uso de EAAs
esta associado a diversos efeitos adversos, principalmente 6rgaos reprodutivos

(Christou et al., 2017). O uso crénico esta associado comumente com disfuncdes
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hormonais, aumento da secrecdo das glandulas sebéceas, atrofia testicular,
Impoténcia, azoospermia, infertilidade masculina, amenorreia e atrofia uterina
(Pope et al., 2014; Armstrong et al., 2018; Nieschlag et al., 2015). Além disso, 0s
EAAs também estdo associados ao surgimento de desordens
psicocomportamentais, incluindo enxaqueca, irritabilidade, depresséo e
comportamento agressivo (Medras et al., 2018). Sabe-se que 0 mecanismo
bésico de atuacdo do EAAS ocorre através da modulacdo da expressado génica
mediada pelos receptores de andrégenos (ARS) e pela ligacdo direta dos ARs a
proteinas citoplasméticas (Joseph & Par, 2015; Fragkaki et al., 2009).

Apesar do uso de EAAs afetarem fortemente a fungcéo organica sexual, a
morbimortalidade relacionada ao uso crénico de EAAs esta relacionada,
sobretudo aos efeitos adversos dessas drogas na funcao de érgaos como figado,
rim, coracdo e vasos sanguineos (Pope et al., 2014; Bond et al., 2016; Nieschlag
& Vorona, 2015; D’Andrea et al., 2016). O sistema hepatorrenal é responsavel
pelo metabolismo de EAAs e uma sobrecarga dessas drogas podem agravar
danos teciduais e esta associada com fibrose hepatica e injaria renal (Bond et
al., 2016; Nieschlag & Vorona, 2015; Parente-Filho et al., 2020). O sistema
cardiovascular em usuarios de EAAs é afetado com alta incidéncia. As principais
alteracbes observadas sao  aterosclerose, calcificacdo  vascular,
tromboembolismo, hipertrofia cardiaca, hipertensdo, arritmias cardiacas e

paradas cardiacas subitas (Liu & Wu, 2019).
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O estresse oxidativo apresenta mecanismo central na fisiopatologia de
doencas que afetam o figado, rim e coracdo (Ferreira & Matsubara, 1997). O
estresse oxidativo € caracterizado por um disrup¢cdo no balangco devido ao
aumento da producdo de espécies reativas do oxigénio ou deficiéncia na
protecdo antioxidante (Ferreira & Matsubara, 1997; Barbosa et al., 2010). A
NADPH oxidase apresenta papel central na producdo de espécies reativas do
oxigénio, enquanto que as enzimas catalase e superoxido dismutase sdo
fundamentais para a defesa celular (Barbosa et al., 2010; Touyz & Schiffrinn,
2004). Ja foi demonstrado que o EAA decanoato de nandrolona sensibiliza o rim,
figado e coracao, através da inducdo de alteragbes que incluem aumenta da
atividade da NADPH oxidase e/ou inibicAo da catalase e da superdxido
dismutase (Frankenfeld et al., 2014).

Com bases nesses achados, é possivel evidenciar que o uso de EAAs pode
aumentar a incidéncia de doencas crénicas que afetam rim, coracdo e cérebro.
O impacto na saude publica dessa condicao torna-se particularmente importante
quando é considerada a diversidade de drogas da classe EAAs, bem como o
elevado numero de pessoas em risco pela busca excessiva pelos padrdes de
beleza. Dessa forma, é importante estudar o impacto especifico dos EAAs, bem
como sua associacdo com o treinamento fisico, uma condi¢édo frequentemente
observada em usuérios dessa classe de drogas. Neste trabalho foi investigado

os efeitos do estanozolol sobre balanco redox e seus mecanismos regulatorios
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no tecido hepético, renal e cardiaco de ratos sedentérios e treinados com

natacgao.

MATERIAL E METODOS

Material

Duodecilsulphate de sodio (SDS), albumina de soro bovino (BSA), Folin-
Ciocalteu, &cido tiobarbiturico e 5,5'-ditiobis (2- nitrobenzéico) (DTNB) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Kits comerciais para dosagem
de aspartato aminotransferase (AST) ou transaminase glutamica oxalacética
(TGO) e alanina aminotransferase (ALT) ou transaminase glutamico-pirtvica
(TGP) e creatinina da Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil). Pentobarbital de sodio
foi comprado de Cristélia (Produtos Quimicos Farmacéuticos, Itapira, SP, Brasil).
Acido tricloroacético (TCA), EDTA, cloreto de sédio e cloreto de potassio foram
adquiridos a Vetec (RJ, RJ, Brasil). Todos os outros reagentes foram do mais

elevado grau de pureza disponivel.

Animais

A manipulagdo dos animais foi realizada de acordo com os principios
internacionais para pesquisa biomédica envolvendo animais segundo normas do
International Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals
(CIOMS)- Genebra (1985). A Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagéo de

Animais para Fins Cientificos e Didaticos (2013) foi rigidamente observada no
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desenvolvimento deste projeto que foi submetido ao Comité de Etica institucional
e aprovado sob a licenca n o0 89/2018.

Foram utilizados 50 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos, sadios ao
exame clinico, com peso entre 200 e 300g, com, no méximo, 90 dias de
nascidos, fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Os animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato
(41x34x16cm) forradas com maravalha de pinus e trocadas diariamente,
mantidas em temperatura ambiente de 22°C + 2°C, expostos a fotoperiodo de 12
horas de luz (400 Lux) por 12 horas de escuriddo e com acesso a agua e racao
(Presence - ratos e camundongos), ad libitum. Os ratos foram divididos em duas
condi¢bes: uma condigéo controle (C), na qual o animal recebeu administracéo
de solugéo salina, via intramuscular, e outra condigéo tratada com estanozolol
(E), na qual os animais foram tratados semanalmente com a dose de
20,0 mg/kg/semana durante 8 semanas consecutivas. Adicionalmente, parte dos
animais submetidos a cada uma dessas condi¢des foi submetida ao treinamento
fisico por natacdo (T). Dessa forma, foram constituidos quatro grupos
experimentais: i) ratos Controle sem treinamento fisico (C, n=5); ii) ratos tratados
com estanazolol sem treinamento fisicao (E, n=5); iii) ratos Controle que fizeram
treinamento fisico (CT, n=5); e iv) ratos tratados com estanazolol que fizeram
treinamento fisico (ET, n=5) (Clark et al., 1998; Beutel, Bergamaschi e Campos,
2005). (SHEN, et al., 2009; FERR"ANDEZ, et al., 1996; CLARK et al., 1998;

BEUTEL, BERGAMASCHI e CAMPOS, 2005).
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Os animais foram acompanhados, quinzenalmente dos 90 aos 150 dias de
vida, para a avaliacao da pressao arterial sistolica (PAS) e alocados em gaiolas
metabdlicas (Tecniplast Gazzada Sarl, Buguggiate, Italia) para coleta de urina
por periodos de 24h e posterior coleta de sangue, por pulsdo na veia caudal. Aos
150 dias de vida os animais foram decapitados sob anestesia (80 mg/kg de
cetamina e 10 mg/kg de xilazina, i.p) para coleta de sangue e 6rgéos (rins, figado

e coracao).

Avaliacao do estresse oxidativo

A peroxidacdo lipidica e os niveis glutationa reduzida (GSH) foram
avaliados no figado e nos rins de ratos machos adultos. Foram utilizados como
um marcador de peroxidacao lipidica os niveis de malondialdeido (MDA) que
foram estimados pela mensuracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS), de acordo com Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979). Os tecidos
foram homogeneizados em 150 mM KCI, na proporc¢éo de 1g tecido para 5 ml de
solucédo. Para a curva padréo, foi utilizado 1,1,3,3-tetraetoxi-propano.

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) foram avaliados através da
mensuragao de grupos sulfidrilas ndo proteicos (SEDLAK e LINDSAY, 1968). O
homogenato obtido acima foi desproteinizado pela adicdo de &cido
tricloroacético a uma concentracéo final de 5%, seguida de centrifugacdo a 1000
g por 5 min. Os grupamentos sulfidrilicos foram mensurados apos reacao do

sobrenadante com o acido 5,5”-ditiobis (2-nitrobenzoéico). A L-cisteina foi

72



utilizada para a curva padrdo. Ambos os resultados, MDA e GSH, foram

corrigidos pela concentracao de proteina.

Avaliacdo da atividade da catalase e da superédxido dismutase (SOD)

A atividade da catalase foi estimada pela mensuracédo do decaimento da
absorbancia ocasionado pela reducdo de H202 a agua, conforme (AEBI, 1984).
Para esse ensaio, a amostra (10 mg de proteina/mL) foi adicionada a uma
solucéo de peroxido de hidrogénio (10 mM) em tampao fosfato de potassio 50
mM (pH 7,0). Ap6és homogeneizacéao, a velocidade de decomposi¢cao do H202
foi medida a cada 15 segundos durante um intervalo de 2 minutos. As amostras
foram analisadas em triplicata, e os valores expressos em mmol de H202
consumido por minuto e por grama, utilizando o coeficiente de extincdo do H202

para o célculo.

A atividade da SOD foi estimada pela capacidade da amostra em reduzir a
a formacdo do cromdforo réseo, o adrenocromo, a partir da oxidacao da
epinefrina (MISRA e FRIDOVICH, 1972). A amostra (10 mg de proteina/mL) foi
adicionada a uma solucao contendo glicina 50 mM, pH 10,0. Em seguida, a
solucéo foi suplementada com epinefrina 1,5 mM. A velocidade de formacéao do
adrenocromo foi estimada pela mensuragcéao da absorbancia em intervalos de 15
segundos durante 2 minutos. Os valores da SOD foram expressos em U SOD

g-1, onde uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima
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necesséaria para diminuir a metade a velocidade espontanea de formacgéo do

adrenocromo.

Avaliacdo da producédo basal de anions superoxido e da atividade NADPH

oxidase

As amostras de rim, figado e coracdo foram homogeneizadas em tampao
de radioimunoprecipitacdo contendo NaCl 150 mM, Triton X-100 a 1%, Triton X-
100 a 1%, desoxicolato de sédio a 0,5%, desoxicolato de sédio a 0,5%, SDS a
0,1% e 50 mM Tris, pH 8,0; contendo 2 mM de AEBSF, 1 mM de EDTA, 130 uM
de bestatina, 14 uM de E-64, 1 uM de leupeptina e 0,3 uM de aprotinina. Os
homogenatos foram adicionados a um meio de reacédo contendo lucigenina 10
MM e NADPH 100 pM. A atividade da NADPH oxidase foi estimada pela
mensuracao da luminescéncia durante um intervalo de 5 minutos utilizando um
leitor multimodular (Varioskan Flash, ThermoScientific). O resultado foi expresso
em unidade relativa de luz por minuto e corrigido pela quantidade de proteina da
amostra. A liberacéo de superoxido também foi avaliada na auséncia de NADPH,

representando a producéo basal.

Analise estatistica

Os resultados sédo expressos pela média + erro padrdo da média (SEM).
Os dados foram submetidos a avaliacdo da normalidade através do teste de
Shapiro-Wilk. Considerando a inexisténcia de grandes variacdes da distribuicdo

Gaussiana, as médias dos grupos foram comparadas usando andlise de
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variancia (ANOVA) de duas vias seguida do teste de Bonferroni. As andlises
foram realizadas usando o software GraphPad Prism 5 (versdo 5.01, GraphPad
Software, Inc.). As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas

com P<0,05.

RESULTADOS

Na Figura 1 sédo apresentados os dados de estresse oxidativo no cortex do
tecido renal. O tratamento com estanozolol ndo influenciou a peroxidacéo
lipidica, os niveis de GSH ou a razdo TBARS/GSH no tecido renal de animais
sedentérios. Por outro lado, o estanozolol induziu um aumento de cerca de 90%
(P<0,01) da peroxidagdo lipidica no grupo treinado (grupo ET x CT).
Adicionalmente, os ratos treinados e tratados com estanozolol apresentaram
maior (cerca de 50%, P<0,01) razdo TBARS:GSH em comparagdo ao seu
respectivo grupo sedentario (E) e grupo controle (CT).

Apesar do tratamento com estanazolol n&o ter elevado estresse oxidativo
renal em ratos sedentarios, foi observado que os ratos sedentarios tratados
apresentaram atividade da SOD 50% menor (P<0,01) do que grupo controle
sedentario (Figura 2A). Nao foram observados efeitos do estanozolol na
atividade da catalase, na producéo basal de anions superdxido ou na atividade
da NADPH oxidase (Figura 2B-D). Os grupos submetidos ao treino de natacdo
apresentaram maior (P<0,01) atividade da SOD e da catalase em relacdo aos

respectivos grupos sedentarios (CT vs. C e ET vs. E). Interessantemente, 0s

75



ratos treinados e tratados com estanozolol (ET) também apresentaram maior
atividade da SOD do que seu respectivo grupo Controle (CT). O treinamento com
natacédo nao afetou a atividade da NADPH oxidase do grupo Controle ou tratado
com estanozolol (Figura 2D), contudo, a producdo basal de anions superéxido

foi aumentada (Figura 2C).
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Figura 1. Efeitos do estanozolol sobre estresse oxidativo no cortex renal em ratos
adultos sedentérios e treinados: (A) peroxidacao lipidica; (B) niveis de glutationa
reduzida (GSH); e (C) relacéo da peroxidacéo lipidica:GSH. C = ratos controle
sedentarios (n=5); E = ratos sedentarios tratados com estanozolol (20 mg/kg de
peso corporeo, i.m.; 1 vez por semana por 8 semanas consecutivas) (n=5); CT
= ratos controle treinados (n=5); ET = ratos treinados tratados com estanozolol
(n=5). MDA = malondialdeido. TBARS = thiobarbituric acid reactive substances
(espécies reativas ao acido tiobarbitlrico). Dados expressos como média + EPM.
As médias dos grupos foram comparadas utilizando o teste ANOVA de duas-vias
seguido de teste de Tukey: TTP<0,01 vs. E; e ¥#P<0,01, ¥#*P<0,001 vs. CT.
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Figura 2. Efeitos do estanozolol sobre a atividade da superéxido dismutase (A),
a atividade da catalase (B), a producdo basal de anions superdxido (C) e a
atividade da NADPH oxidase (D) no cértex renal de ratos sedentarios e
treinados. C = ratos controle sedentarios (n=5); E = ratos sedentarios tratados
com estanozolol (20 mg/kg de peso corpéreo, i.m.; 1 vez por semana por 8
semanas consecutivas) (n=5); CT = ratos controle treinados (n=5); ET = ratos
treinados tratados com estanozolol (n=5). SOD = superoxido dismutase. Dados

expressos como média *

EPM. As médias dos grupos foram comparadas

utilizando o teste ANOVA de duas-vias seguido de teste de Tukey: **P<0,01 vs.

C: T1TP<0,001 vs. E; e #tP<0,001 vs. CT.
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O tratamento com estanozolol impactou perceptivelmente o balanco redox
do tecido hepético (Figura 3). Os ratos sedentarios tratados com o estanozolol
apresentaram peroxidacéo lipidica hepatica duas vezes maior (P<0,001) do que
0s ratos ndo-tratados. Os niveis de GSH nao foram alterados pelo tratamento,
contudo foi observado que a razdo TBARS:GSH foi 3 vezes superior (P<0,001)
no grupo tratado com estanozolol em relacdo ao respectivo grupo Controle. De
forma interessante, o grupo tratado com estanozolol e submetido ao treinamento
fisico ndo apresentou diferencas significativas na peroxidacao lipidica, nos niveis
de GSH ou na razdo TBARS:GSH do figado em relagdo ao seu respectivo grupo
Controle (CT).

Simultaneamente a indu¢do do estresse oxidativo hepatico, foi observado
gue os ratos tratados com estanozolol apresentaram reducéo (70%, P<0,001) da
atividade da SOD, aumento de cerca de 4 vezes da producéo basal de anidbns
superoxido (P<0,001), e aumento de 50% (P<0,001) da atividade da NADPH
oxidase em relacdo ao grupo nao-tratado (Figura 4A, C e D). Em contraste, a
atividade da SOD e a producédo basal de anidns superéxido ndo foram diferentes
entres o grupo treinado e tratado com estanozolol e o grupo treinado sem
tratamento. O estanozolol ndo induziu alteracdo na atividade da catalase no
grupo sedentéario, enquanto que no grupo treinado, o tratamento induziu uma
elevacdo na atividade da enzima antioxidante (63%, P<0,01) em comparacao

aos ratos treinados nao-tratados (Figura 4B).
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Figura 3. Efeitos do estanozolol sobre estresse oxidativo hepatico em ratos
adultos sedentérios e treinados: (A) peroxidacao lipidica; (B) niveis de glutationa
reduzida (GSH); e (C) relacédo da peroxidacéo lipidica:GSH. C = ratos controle
sedentarios (n=5); E = ratos sedentarios tratados com estanozolol (20 mg/kg de
peso corporeo, i.m.; 1 vez por semana por 8 semanas consecutivas) (n=5); CT
= ratos controle treinados (n=5); ET = ratos treinados tratados com estanozolol
(n=5). MDA = malondialdeido. TBARS = thiobarbituric acid reactive substances
(espécies reativas ao acido tiobarbiturico). Dados expressos como média £ EPM.
As médias dos grupos foram comparadas utilizando o teste ANOVA de duas-vias
seguido de teste de Tukey: *P<0,05, **P<0,01 vs. C; e TTP<0,01, TTTP<0,001 vs.
E.
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Figura 4. Efeitos do estanozolol sobre a atividade da superdxido dismutase (A),
a atividade da catalase (B), a producdo basal de anions superdxido (C) e a
atividade da NADPH oxidase (D) no figado de ratos sedentarios e treinados. C =
ratos controle sedentarios (n=5); E = ratos sedentérios tratados com estanozolol
(20 mg/kg de peso corpoéreo, i.m.; 1 vez por semana por 8 semanas
consecutivas) (n=5); CT = ratos controle treinados (n=5); ET = ratos treinados
tratados com estanozolol (n=5). SOD = superoéxido dismutase. Dados expressos
como média £ EPM. As médias dos grupos foram comparadas utilizando o teste
ANOVA de duas-vias seguido de teste de Tukey: *P<0,05, **P<0,001 vs. C;
TTP<0,01, T1TP<0,001 vs. E; e ¥P<0,05, #P<0,01 vs. CT.
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O tratamento com estanozolol também apresentou indicios de afetar o
balanco redox do ventriculo esquerdo (Figura 5). Apesar de nédo ter sido
observada alteracdo na peroxidacgéo lipidica do ventriculo esquerdo entre os
grupos Controle e Estanozolol, os niveis de GSH foram pronunciadamente
menores (~80%, P<0,001) no grupo tratado, assim como a razdo TBARS:GSH
foi quase 5 vezes superior (P<0,001). As alteracBes nos niveis de GSH e na
razdo TBARS:GSH nao foram observadas entre os grupos treinados tratados
com estanozolol e ndo-tratados.

No ventriculo esquerdo, também foram observadas alteraces na atividade
das vias enziméticas anti e pro-oxidantes (Figura 6). Os ratos tratados com
estanozolol apresentaram atividade da SOD 70% menor (P<0,001) do que o
grupo controle, enquanto que a producdo basal de anions superoxido e a
atividade da NADPH oxidase foram cerca de trés vezes maiores (P<0,01). O
grupo treinado e tratado com estanozolol também apresentou menor (40%,
P<0,01) atividade da SOD e maior (100%, P<0,001) atividade da NADPH
oxidase em relag&o ao grupo controle treinado. Por outro lado, os ratos treinados
que receberam tratamento com estanazolol apresentaram a atividade da

catalase 92% maior (P<0,001) do que o grupo treinado sem tratamento.
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Figura 5. Efeitos do estanozolol sobre estresse oxidativo do ventriculo esquerdo
em ratos adultos sedentarios e treinados: (A) peroxidacéo lipidica; (B) niveis de
glutationa reduzida (GSH); e (C) relacédo da peroxidacao lipidica:GSH. C = ratos
controle sedentarios (n=5); E = ratos sedentérios tratados com estanozolol (20
mg/kg de peso corpéreo, i.m.; 1 vez por semana por 8 semanas consecutivas)
(n=5); CT = ratos controle treinados (n=5); ET = ratos treinados tratados com
estanozolol (n=5). MDA = malondialdeido. TBARS = thiobarbituric acid reactive
substances (espécies reativas ao acido tiobarbitarico). Dados expressos como
média + EPM. As médias dos grupos foram comparadas utilizando o teste
ANOVA de duas-vias seguido de teste de Tukey: *P<0,05, ***P<0,001 vs. C;
TP<0,01, T1tP<0,001 vs. E; e #P<0,01 vs. CT.
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Figura 6. Efeitos do estanozolol sobre a atividade da superoxido dismutase (A),
a atividade da catalase (B), a producdo basal de anions superdxido (C) e a
atividade da NADPH oxidase (D) no ventriculo esquerdo de ratos sedentarios e
treinados. C = ratos controle sedentérios (n=5); E = ratos sedentérios tratados
com estanozolol (20 mg/kg de peso corpéreo, i.m.; 1 vez por semana por 8
semanas consecutivas) (n=5); CT = ratos controle treinados (n=5); ET = ratos
treinados tratados com estanozolol (n=5). SOD = superoxido dismutase. Dados

expressos como média *

EPM. As médias dos grupos foram comparadas

utilizando o teste ANOVA de duas-vias seguido de teste de Tukey: **P<0,01,

***P<0,001 vs. C; TP<0,05, 11TP<0,001 vs. E; e ¥P<0,01, ¥#P<0,001 vs. CT.
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DISCUSSAO

O consumo abusivo de EAA causa efeitos nocivos multisistémicos,
incluindo 6rgdos como coracao, figado e rim (Pope et al., 2014; Bond et al., 2016;
Nieschlag & Vorona, 2015; D’Andrea et al., 2016). Contudo, o treinamento fisico
€ uma variavel capaz de influenciar o impacto deletério dessas substancias
(Camiletti-Moiron et al., 2015; Kara et al., 2018). No presente trabalho, foi
demonstrado que o estanozolol apresenta um impacto no balanco redox tecido-
especifico, sendo caracterizada uma maior resisténcia do rim ao estresse
oxidativo em comparacdo com o figado e o ventriculo esquerdo. Além disso, foi
observado que o treinamento fisico apresenta papel modulatério sobre os
mecanismos oxidativos do estanozolol através da regulacdo de vias proé-
oxidativas e antioxidativas.

Doses suprafisioldgicas de EAA por longos periodos estdo associadas a
anormalidades hepaticas e renais (Modlinski e Fields, 2006; Herlitz et al., 2010).
O estanozolol, especificamente, estd associado ao aumento de producdo de
espécies reativas do oxigénio e da peroxidacao lipidica no rim e figado (Dornelles
et al., 2017). Contudo, esse efeito esta associado a um protocolo de
administracdo de baixas doses do esteroide (1,25 - 2,5 mg/kg de peso corpdreo,
i.m.) por periodos superiores a 8 semanas. Quando administrado por periodos
mais curtos (4 semanas), mesmo em doses maiores (5,0 mg/kg de peso
corporeo) o estanozolol ndo induz alteracdo da peroxidacao lipidica renal. Um

padrao de resposta semelhante também ja foi observado em testituculos de ratos
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expostos ao estanozolol (Bueno et al.,, 2017). Em nosso trabalho, foi
demonstrado que o estanozolol ndo induz estresse oxidativo no cortex renal
quando administrado em doses suprafisioldgicas (20 mg/kg de peso corporeo,
I.m.), mesmo que em um protocolo com duracdo de 8 semanas. Outros estudos
demonstraram que os esteroides ndo alteram a peroxidacao lipidica em outros
orgéos, como o cérebro (Liu et al., 2000), o hipocampo (Radak, 1995; Acikgoz et
al., 2006), o cerebelo (Radak, 1995), cértex pré-frontal e muasculo estriado
esquelético (Acikgoz et al., 2006).

Apesar de néo ter sido observado aumento da peroxidacao lipidica ou da
producédo de anibns superoxido no rim, ndo é possivel afastar a possibilidade de
gue um tratamento mais longo com estanozolol seja capaz de afetar o balanco
redox do 6rgdo. Isso pode ser reforcado pela observacdo que a atividade da
enzima antioxidante SOD no cortex renal foi estatisticamente menor nos animais
tratados com estanozolol. A SOD é uma enzima de primeira linha de defesa
contra as espécies reativas do oxigénio, e a diminuicdo de sua atividade esta
correlacionada com o insulto oxidativo renal (Kawakami et al., 2012).

Enquanto que o rim se mostrou resistente a indugéo de estresse oxidativo,
0 tecido hepético e cardiaco se mostraram sensiveis ao protocolo de
administracdo do estanozolol utilizado nesse estudo (Figura 3 e 5). No figado, o
estresse oxidativo foi identificado a partir da elevacdo da peroxidacao lipidica
bem como pela elevacdo da razdo TBARS:GSH. O impacto do esteroide no

estresse oxidativo hepatico ja foi demonstrado em outro estudo, mesmo com o
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uso de doses menores de administracdo (Dornelles et al., 2017). De forma
semelhante ao que foi observado no presente trabalho, Dornelles et al. (2017)
demonstram que o estresse oxidativo hepatico induzido pelo estanozolol é
caracterizado principalmente por um aumento da peroxidagdo lipidica com
alteracdes sutis na defesa antioxidante endégena ndo-enzimatica.

Em termos de mecanismo, o impacto do estanozolol no balanco redox
hepético pode ter sido parcialmente dependente da inibicdo da SOD e da
ativacdo da producdo de espécies reativas do oxigénio mediada pela NADPH
oxidase. A inibicdo da atividade da SOD contrasta com alguns resultados da
literatura que demonstram que o estanozolol apresenta efeitos estimulatorios
sobre a atividade da SOD (Pey et al., 2003). Além disso, diversos estudos
correlacionam a via dos receptores de andr6geno com respostas estimulatorias
da atividade da SOD (Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2013). Por outro lado, a
estimulacdo de receptotres de andrégeno esta relacionada com a ativacdo da
NADPH oxidase (Chignalia et al., 2015). Considerando que a atividade da SOD
é sensivel a niveis elevados de ROS, é possivel que a inibicdo da atividade da
SOD observada no presente estudo seja secundaria ao aumento da atividade da
NADPH oxidase e ao aumento da producao de anions superoxido (Rizzetti et al.,
2013; Palipoch et al., 2014; Mittwede et al., 2015). Por fim, Pey, et al. (2003) e
Shahidi (2001) relataram que o uso prolongado de estanozolol provoca

disfuncbes na cadeia transportadora de elétrons e no sistema monoxigenase,
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essas alteracdes acompanham o incremento na geracao espécies reativas do
oxigénio.

No coracdo, o impacto do estanozolol no balanco redox é observado,
sobretudo pela reducéo dos niveis de GSH, que leva a uma alteracdo na razéo
TBARS:GSH favoravel ao surgimento de lesdes oxidativas (Figura 5C). De forma
semelhante ao encontrado no figado, a administracdo do estanozolol induziu
inibicdo da SOD, paralelamente a elevagédo da producéo de anions superoxido e
ativacdo da NADPH oxidase. Adicionalmente, a formacao de espécies reativas
do oxigénio mediada pela NADPH oxidase também pode ser um mecanismo
subjacente as acfes deletérias do estanozolol e outros EAAs sobre a estrutura
e funcdo cardiaca (Chaves et al., 2006; Kara et al., 2018; Nunes et al., 2020;
Arjmand et al., 2021).

O estanozolol apresentou efeitos distintos em ratos submetidos ao
treinamento fisico em comparacéao aos efeitos observados em ratos sedentérios.
No rim, foi observado que o esteroide aumentou a peroxidacéo lipidica (Figura
1A e C) apesar de o treinamento fisico ter aumentado a atividade da SOD e da
catalase (Figura 2A e B). A estimulacdo da atividade dessas enzimas deve ser
uma resposta compensatoéria a elevacdo da producdo de anions superéxido
(Figura 2C), ineficiente no grupo tratado com estanozolol.

Por outro lado, no coracdo e figado, o treinamento fisico preveniu o
estresse oxidativo induzido pelo estanozolol, tendo este efeito sido identificado

por diminuicdo da peroxidacao lipidica (Figura 3A) ou elevagao dos niveis de
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GSH (Figura 5B). A protecdo do exercicio fisico sobre os efeitos oxidativos
induzidos pelo estanozolol ja foi identificado previamente no cérebro, juntamente
com recuperacao da expressdo de marcadores funcionais (Camiletti-Moirén et
al., 2015).

A homeostase do sistema redox é dependente do nivel de atividade fisica.
Exercicios agudos ou intensos elevam o estresse oxidativo pela incapacidade do
organismo em inibir a enxurrada de EROs produzidas (Nikolic et al., 2016).
Provavelmente a atividade fisica exaustiva promove o consumo de todo
oxigénio, levando as células a utilizar a fermentacao lactea como via energética,
essa hipoxia pode reduzir a atividade dos antioxidantes (SOD, catalase e
citocromo c) (Debevec; Mille; Pialoux, 2017).

Por outro lado, Bejma; Ramires e Ji, (2000), relataram que a atividade fisica
de leve a moderada, podem trazer beneficios quando se trata da estimulacao da
expressdo de enzimas antioxidantes, associado a leve producédo de EROs,
maximizando as vias de sinalizacao sensiveis ao estado redox. Adicionalmente,
a literatura relata que exercicios regulares desempenham papel fundamental,
promovendo respostas compensatirias ao estresse oxidativo, resultando em
supercompensacao contra o crescimento de EROs, através do incremento da
capacidade antioxidante (Debevec; Mille; Pialoux, 2017). Exercicios regulares
estimulam as respostas adaptativas e fortalecem o sistema de defesa de
antioxidantes endogenos para combater o excesso de EROs, mantendo assim o

equilibrio redox muscular (Nikolic et al., 2016).
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Os efeitos antioxidantes da combinacgéo exercicio fisico e estanozolol sobre
o tecido cardiaco e hepéatico envolveu modulacao da atividade da SOD e/ou da
catalase (Figuras 4 e 6). Em 2020, Yan e Spaulding mostraram que exercicios
de resisténcia no masculo esquelético regulam a expressdo de SOD extracelular,
podendo ser redistribuida para outros tecidos vitais, protegendo os outros
tecidos indiretamente, contra danos oxidativos em varios processos patolégicos.
A literatura aponta a importadncia do exercicio fisico como intervengéo
terapéutica eficaz para prevencdo e tratamento de indumeras doencas
relacionadas ao estresse oxidativo (Silveira et al., 2021).

Sabe-se que o efeito do exercicio sobre o miocéardio e a vascularizacéo de
orgdos como rins e figado depende da frequéncia, intensidade e duracao do
exercicio (Duncker e Bache, 2008). As diferentes repostas dos 6rgaos estudados
neste trabalho podem estar associadas ao fato de que eles possuem um nimero
de mitocbndrias diferentes, entdo, quanto mais baixo esse numero, mais
suscetivel ao descontrole redox e lesdes é o tecido. De qualquer forma, é
importante enfatizar que, apesar de inUmeros estudos demonstrarem que 0
exercicio fisico apresenta efeitos protetores, ainda € necessario esclarecer a
influéncia de variaveis, como tipo, volume e intensidade, na sua eficacia

terapéutica.

Conclusao

89



Nossos resultados mostraram que o0 consumo de estanozolol
surprafisiologico (20,0 mg/kg/semana) elevou a producao de EROs no coragéo,
figado e rins de ratos Wistar machos, comprovado através da elevacdo da
peroxidacao lipidica, NADPH oxidase e anions superoxidos.

No geral a atividade fisica (natacdo) elevou os niveis dos mecanismos
antioxidantes desses érgaos, porém, nao foi capaz de equilibrar o sistema redox
dos 6rgéos estudados.

Os resultados relacionados ao metabolismo oxidativo, também permitiram
concluir que o efeito oxidativo do EAA, no miocardio, figado e rins de ratos é
semelhante, tanto em ratos treinados ou sedentarios.

Finalmente, pode-se verificar que o EAA, estanozol, sozinho ou em
combinacdo com o exercicio fisico intenso, é pré-oxidativo no miocardio de ratos

machos.
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CAPITULO V

ACAO DO ANABOLIZANTE ANDROGENICO (ESTANOZOLOL) NA

HISTOFISIOLOGIA DOS RATOS SEDENTARIOS E TREINADOS

INTRODUCAO

Os Esteroides Androgénicos Anabolizantes (EAA) sdo substancias
sintéticas formadas a partir da testosterona e seus derivados, possuindo
propriedades anabdlicas que causam crescimento muscular e perda de gordura,
juntamente com propriedades androgénicas que causam o desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias (KANAYAMA; POPE JR. 2017). Esses
efeitos ocorrem pois os EAA sdo capazes de se ligar a receptores androgenos
(AR) podendo formar um complexo receptor, que apds se ligar ao Acido
Desoxirribonucleico (DNA) desencadeia a transcricdo e a expressao de genes,
resultando em aumento da sintese proteica e inibicdo da degradacdo das
mesmas (Freitas et al, 2021).

Desde a década de 1940, essas drogas tém sido usadas na reabilitacao
de queimaduras, traumas e cirurgias, mas também passaram a ser utilizados no
tratamento de doencas associadas a quadros de hipogonadismo e deficiéncia do
metabolismo protéico. EAA desempenha um papel importante no tratamento de
um numero crescente de doencas sendo utilizadas também para o tratamento
do cancer de mama (LIU; WU, 2019). Embora seja utilizado na medicina, os EAA
também sé&o utilizados para fins estéticos, bem como para melhorar o
desempenho de atletas o que vem ocorrendo ha anos, sendo o primeiro caso
divulgado em 1954, em um campeonato de levantamento de peso. O Brasil
passou a considerar o uso dos EAA, por atletas, como doping, na década de 80
(MACIEL et al., 2020).
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O uso indiscriminado de EAA pode desencadear diversos efeitos para o

usuario, pois muitos sistemas séo afetados pelos seus efeitos adversos, como
os reprodutivo, hepético, musculo esquelético, enddcrino, renal, cardiovascular
e dermatologico, tornando-se um grave problema de saude publica. Efeitos
neuropsiquiatricos e comportamentais como resultado do abuso de EAA também
sdo conhecidos e descritos na literatura. Dentre esses sistemas, 0
cardiovascular e o hepatico merecem destaque pelo risco de morte associado
(CISNEIRO et al, 2022).
Um dos EAA mais comumente difundido € o estanozolol, isso se deve a sua facil
aplicabilidade, tendo em vista que diferente de outros EAA ele pode ser
administrado também por via oral (FERREIRA et al. 2014). Relatos de Martinez
et al (2006) indicam colestase induzida pelo uso de estanozolol, derivada do uso
do esterdide pelo paciente por dois meses em academia. A Hepatotoxicidade
provocada por estanozolol depende da dose, foi demonstrado que ela pode
induzir estresse oxidativo em hepatdcitos e, em altas doses, exercer um estimulo
proliferativo (MARTINEZ e al. 2006). Segundo estudos de Beutel et al. (2005) o
estanozolol causou um aumento significativo da presséo arterial associado a
alteracdes no controle barorreflexo da frequéncia cardiaca em ratos.

Tendo em vista os informes mencionados acima, o presente trabalho tem
por objetivo investigar os efeitos bioquimicos e morfolégicos sobre o coracéo e

rim de ratos sedentarios e ratos atletas usuarios de estanozolol.

OBJETIVOS
Geral
-Investigar os efeitos bioquimicos e morfolégicos sobre o rim de ratos

sedentarios e ratos atletas usuarios de estanozolol.

Especificos
- Analisar o efeito do estanozolol sobre os parametros bioquimicos dos

ratos a partir da mensuracao de ureia, creatinina, ionograma.
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- Verificar o perfil glicémico e lipidico (colesterol total e fracbes e
trigliceridios);
- Tragar a funcdo metabdlica sistémica a partir da mensuracdo de
desidrogenase latica (DHL), Gama glutamil transferase (GGT).

- Analisar a padrao histolégico do coracdo e rim em ratos adultos

jovens sedentarios e ratos atletas usuérios de estanozolol.

METODOLOGIA

O sangue e os 6rgaos a serem utilizados nesta pesquisa foram coletados
em etapas prévias deste projeto e sdo oriundos de ratos Wistar machos, com 90
dias de idade que foram mantidos em ambiente sob controle de temperatura e
ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a agua e alimentacao. Todos os
protocolos experimentais foram previamente submetidos a apreciagdo do Comité
de Etica de Uso Animal (CEUA) da UFRPE, tendo sido aprovado com a Licenca
98/2019.

Os espécimes coletados pertencem a animais de quatro grupos distintos

e, cada grupo formado por 10 animais:

i) Grupo CV: ratos controles tratados com veiculo;
i) Grupo CS: ratos controles tratados com estanozolol;
iii) Grupo EV: ratos treinados com natacao tratados com veiculo;

iv) Grupo ES: ratos treinados com natacao tratados com estanozolol.

O estanozolol foi administrado durante 8 semanas na dosagem de 20
mg/kg/semana por via intramuscular (MATRISCIANO, et al., 2010; CHUFA et al.,
2011).

Protocolo de treinamento do animal atleta
O protocolo de treinamento (adaptado de Anaruma et al., 2009) consistiu

na pratica de natagdo, cinco vezes por semana, durante nove semanas. Na
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primeira semana 0s animais passaram por um periodo de adaptacdo com 20
minutos diarios de natacdo sem sobrecarga. ApOs esse periodo, passaram a
utilizar uma sobrecarga equivalente a 5% de seus respectivos pesos corporais
que foi implementada através de uma fita elastica enlacada ao tronco. O tempo
de treinamento foi aumentado em cinco minutos por semana, de forma que na

tltima semana o tempo de treinamento foi de 60 minutos.

Coleta de material biolégico para estudo histolégico

Ao final do treinamento, os animais foram anestesiados por via
intramuscular com hidrocloridrato de cetamina (80mg/Kg) e xilazina (6mg/Kg). O
coracdo e os rins foram retirados e seccionados longitudinalmente e
posteriormente imersos em solucéo fixadora Bouin por um periodo de 24 horas.
Atualmente, os oOrgdos estdo em solucdo de &lcool a 70° para posterior

processamento e estudos histolégicos e histoquimicos.

Efeitos bioquimicos, morfolégicos e histoquimicos
Estudo da estrutura morfolégica do Figado e dos rins

As amostras preservadas em alcool 70° foram submetidas ao
procedimento de rotina para inclusdo em parafina e serdo cortadas em
micrémetro na espessura de 5um. Posteriormente, os cortes foram submetidos
a coloracdo hematoxilina-eosina (HE) para identificacdo de possiveis alteracdes
morfofisiolégicas do coracdo e rins. Também foi realizada a coloragdo com
tricromico de Gommory para histoquimica. As imagens serdo capturadas por

meio do microscopio Leica ICC 50W.

Imunohistoquimica para o VEGF no coragéo e nos rins

O VEGEF foi avaliado por anticorpos especificos marcados com DAB
seguindo protocolo ja estabelecido e o resultado foi avaliado pelo aplicativo
GIMP.
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Parametros bioquimicos

A partir do soro sanguineo serdo mensurados ureia, creatinina,
ionograma; o perfil glicémico e lipidico (colesterol total e fragfes e trigliceridios);
além da funcdo metabdlica sistémica com a mensuracao da desidrogenase latica
(DHL) e Gama glutamil transferase (GGT).

Andlise estatistica

Os resultados serdo expressos em médias aritméticas e respectivos
desvios padrBes. Sera empregado o Statistical Program for Social, Sciences
(SPSS), versdo 11.0.1 para Windows, aplicados testes ndo paramétricos de
Kruscal-Wallis e as médias comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney
(P<0,05).

Avaliacao do estresse oxidativo

A peroxidacdo lipidica e os niveis glutationa reduzida (GSH) foram
avaliados no figado e nos rins de ratos machos adultos. Foram utilizados como
um marcador de peroxidacéo lipidica os niveis de malondialdeido (MDA) através
da mensuracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), de
acordo com Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979). Os tecidos foram homogeneizados
em 150 mM KCI, na proporcéo de 1g tecido para 5 ml de solucéo. Para a curva
padrdo, foi utilizado 1,1,3,3-tetraetoxi-propano. Os niveis de GSH foram
avaliados através da mensuracao de grupos sulfidrilas ndo proteicos (SEDLAK
& LINDSAY, 1968). A L-cisteina foi utilizada para a curva padrdo. Ambos
resultados, MDA e GSH, foram corrigidos pela concentracdo de proteina. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

Avaliacdo da pressdo sanguinea sistdlica e alguns parametros
funcionais renais
A presséo arterial sistélica (PAS) foi medida por pletismografia de cauda

(IITC Life Science B60-7 / 16", Ciéncia Instrumentos Vida, Woodland Wills, CA)
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em ratos conscientes com idades de 90, 105, 120, 135 e 150 dias. Os animais
foram aclimatados as condigBes experimentais para a obtencao da PAS durante
trés dias consecutivos. Para obter uma média da PAS, o procedimento de
medida em cada rato foi repetido por cinco vezes. Alem disso, a ingestao
dietética e hidrica, e depuracéo da creatinina e TBARS na urina também foram
avaliados em cada uma das idades em que PAS foi obtida. Gaiolas metabdlicas
foram usadas para coletar amostras de urina de 24 horas para medir o TBARS
e creatinina. As amostras de sangue foram obtidas a partir da artéria caudal,

para medi¢Oes da creatinina.

Analise estatistica
A andlise estatistica dos resultados foi realizada por teste t, ndo pareado,
as medidas repetidas ou completamente randomizada. Os resultados foram

considerados estatisticamente significantes para valores de P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO HISTOQUIMICA

Nos animais do CV, foram observados glomérulos com morfologia normal,
alguns tubulos contorcidos com células vacuolizadas e material eosinofilico
depositado no limen dos tabulos coletores (Fig. 3A-B). Os animais do EV, em
relacdo ao controle, apresentaram congestao glomerular, tubulos contorcidos
com material eosinofilico intraluminal, além de hidropisia (Fig. 3C-D). Os animais
do CS apresentaram atrofia glomerular e congestéo (Fig. 3E-F). Nos animais do
ES, foram observadas hidropsias, alteracdo na morfologia dos tabulos
contorcidos, vacuolizacdo e degeneracgao celular dos tubos coletores (Fig. 3G-
H). Yoshida et al. (1994) observaram a presenca de necrose tubular aguda em
um homem de 26 anos com grave colestase e hiperbilirrubinemia apos o uso de
estanozolol, levando a insuficiéncia renal. No presente trabalho foram
observadas alteracdes histopatolégicas renais significativas em animais

submetidos a exercicio intenso associado ou ndo ao estanozolol. Esses
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resultados demonstram que o treinamento intenso combinado com EAA, como
praticado pelos levantadores de peso, pode causar danos nos rins, por promover
apoptose de poddcitos, levando a formacéo de glomeruloesclerose (Revai et al.,
2003).

No geral ndo houve alteracbes da morfofisiologia hepatica dos ratos tratados
com doses suprafisiologicas de estanozolol, no parénquima hepéatico com
presenca de triade portal representada por um vénula, Ducto Biliar e Arteriola e
corddes de hepatdcitos uni e binucleados sem alteracbes. Além da presenca
morfologicamente normal da veia centrolobular. Desmostarndo que o
estanozolol ndo afeta a morfologia do figado em ratos, mesmo na presenca de
doses elevadas, 0 que pode esta associado a mecanismo de adaptacdo

hepaticos.
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Figura 1. Rins dos animais dos grupos CV (A-B), EV (C-D), CS(E-F) e ES(G-H).
(A-B): notar glomérulos normais (Gn), tibulo contorcido proximal com presenca
de alguns vacuolos (setas longas) e congestédo discreta na regiao medular (ponta
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de setas); (C-D): notar congestdo glomerular (ponta de setas), tubulos renais
com presenca de material eosinfilico intraluminal (setas curtas) e congestao na
regido medular (ponta de setas); (E-F): notar glomérulos atrofiados (Ga), tubulo
contorcido proximal com presenca de material eosinofilico intraluminal (setas
curtas) e congestdo na regido medular (ponta de setas); (G-H): notar
degeneracdo dos glomérulos (Gd), tubulos renais com morfologia alterada
(asteriscos) e degeneracdo dos tubulos coletores (setas tracejadas). Barras
50um. HE.

A imuno-histoquimica do VEGF-A nos rins dos animais dos grupos CV e
EV revelou forte marcacao nas regides cortical e medular, principalmente nos
glomérulos renais e nos tdbulos coletores, respectivamente (Fig. 2A-D).
Entretanto, os rins dos animais dos grupos CS e ES apresentaram fraca
marcacgao para a expressado do VEGF-A (64E-H). A quantificacdo em pixels da
expressao do fator VEGF-A revelou que os grupos CS e ES apresentaram 0s
menores valores, diferindo significativamente dos demais grupos (Fig. 5). O
VEGF-A é considerado o principal fator de crescimento envolvido na
angiogénese, e sua expressao é iniciada pela hipdxia e fortemente estimulada
pelo estresse de cisalhamento decorrente do aumento do fluxo sanguineo
durante o treinamento aerébio (Prior et al., 2003, 2004). Além disso, tem funcéo
na manutencado das células glomerulares endoteliais, aumentando em resposta
a hipertensdo e a ativacao do sistema renina-angiogensina, mostrando, assim,
um papel protetor em condi¢des vasculares estressantes (Advani et al., 2007).
Contudo, na maioria das lesdes glomerulares cronicas, tem-se observado
diminuicdo da expressdo do VEGF-A, como nas glomeruloescleroses focal ou
global, na amiloidose, na glomerulonefrite e na nefrite lpica difusa (Schrijvers et
al., 2004). Assim, pode-se inferir que o estanozolol parece interferir na expressao
do VEGF-A (Lima et al., 2020).
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Figura 2. Imuno-histoquimica para o VEGF-A nos rins dos animais dos grupos
CV (A-B), EV (C-D), CS(E-F) e ES (G-H). (A-B): observar forte marcagéo nos
glomérulos renais (setas longas) e entre os tubos coletores (Tc); (C-D): observar
também forte marcacdo nos glomérulos renais (setas longas) e entre os tubos
coletores (Tc); (E-F) e (G-H): observar fraca marcacao nos glomérulos renais

(setas curtas) e entre os tubos coletores (Tc).
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Figura 3. Grupo controle A e grupo tratado B. Parénquima hepético

morfologicamente normal, com presenca de triade portal representada por um

vénula (V), Ducto Biliar (seta laranja) e Arteriola (seta verde) e corddes de

hepatdcitos uni e binucleados. Coloracdo H.E. AU 400X.

Figura 4. Grupo controle A e grupo tratado B. Parénquima hepatico
morfologicamente normal, com presenca de triade portal representada por um
vénula (V), Ducto Biliar (seta laranja) e Arteriola (seta verde) e corddes de
hepatdécitos uni e binucleados. Coloracédo H.E. AU 400X.
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Figura 5. Grupo controle A e grupo tratado B. Parénquima hepético
morfologicamente normal, com presenca de veia centrolobular (V) e corddes de
hepatocitos uni e binucleados. Coloragédo H.E. AU 400X.

RESULTADOS PARAMETROS FISIOLOGICOS

As pressdes arteriais sistolicas entre os grupos CV e CS, apresentaram
diferencas significativas, em 30 e 60 dias de experimento o grupo CS teve um
aumento de +4%, (P= 0,03 e 0,0081) respectivamente, nos demais periodos ndo
houve diferencas significativas (Figura 1). O uso de estanozolol mostrou uma
tendéncia para elevar os niveis de TBARS na urina com o passar do tempo, foi
significativa apenas no 452 dia (P<0,05) (Figura 2), elevou os niveis de TBARS
nos rins, entretanto ndo houve alteracdes significativas em tais niveis tanto nos
rins como no figado (Figura 3).

O estanozolol ndo alterou os niveis de Sédio e Potassio séricos (Figura 4),
como também ndo modificou a excrecdo do K*, porém a excrecéo de Na* estava
elevada por todo o tratamento, entretanto s6 houve significAncia no 152 dia
(P=0,023) (Figura 5). Nas fracdes de excrecdo de Na* também sé ocorreu

aumento significante no 152 dia de tratamento (P=0,036) (Figura 6), porem na
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fracdo de excrecdo do K* houve uma reducao significante apenas no 452
(P=0,049) (Figura 7). Nao houve modificagBes estatisticas no clearence de
creatinina no decorrer do tempo (Figura 8), entretanto os niveis de creatinina
plasmatica elevaram se a partir do trigésimo dia (P=0,005) de experimento e
mantendo se até o ultimo dia (Figura 9).

As dosagens de aspartato aminotransferase nao se alteraram em nenhuma
das idades, a alanina aminotransferase n&do se alteraram em nenhuma das
idades com excec¢do do dia 152 que aumentou no grupo CS (P=0,007) (Figuras
10 e 11). Os niveis de GSH néao foram alterados, tanto nos rins como no figado
(Figura 12).

DISCUSSAO

Ha tempos a literatura vem associando esses esteroides a uma série de
maleficios que acometem seus usuarios, demonstrando assim, que ha
diferencas nos efeitos adversos associados ao uso de EAA sob supervisdo
clinica e uso abusivo, Sabe-se que a motivacado ao uso de esteroides anabdlicos
€, na maioria das vezes, de natureza estética (HOFFMAN; RATAMESS, 2006).

Nossos achados mostram uma tendéncia a um aumento na PAS (Figura
1). Esse aumento é semelhante a alguns estudos, em que, a hipertensao arterial
verificada pode, em parte, ser consequéncia de danos renais observados em
ratos que receberam esteroides anabolizantes (TAKAHASHI, TATSUGI &
KOHNO, 2004), ja que a presenca de receptores de andrégenos foi constatada
nos rins (WILSON & MCPHAUL, 1996; XIE, NARASIMHAN, ZHENG, DEWEY &
FELDER, 1996).

Pey et al. (2003) relata que o estanozolol pode causar elevacao dos niveis
de enzimas no figado, varias lesdes neoplasicas e peliosidades hepaticas.
Quando funcdes hepaticas sdo monitoradas em atletas que abusam de EAA,
parametros renais mostram que ndo ha mudancas ou pequenas elevacoes, as
quais refletem anormalidades particularmente nos estagios iniciais. Nossos

achados contrapéem-se aos achados de Pey et al. (2003), pois ndo houve
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variacdes significativas nos niveis de ALT / TGP e AST / TGO (Figuras 10 e 11),
entretanto usamos uma dosagem baixa quando comparada ao trabalho anterior.

Como os niveis do clearence de creatinina ndo foram afetados (Figura 8),
iISSO mostra que nao houve prejuizo na filtracao renal, porém em outros estudos
foram reportados casos de necrose aguda tubular, colestase e faléncia aguda
renal em individuos que receberam 10mg de estanozolol diariamente, contudo
ndo pode restringir a causa dessas injurias somente a droga, pois nesses casos
houve outros fatores que podem ter influéncia como a utilizacdo de outros EAA
e pelo histdrico de doencas (YOSHIDA, et al.1994).

Pey et al. (2003) mostra em suas pesquisas que o estanozolol tem sido
causa de inflamacéo ou degenerativas lesdes no centrolobular dos hepatocitos,
alteracdes ultra-estruturais e degenerativas mudancas no canaliculo das
mitocondrias e lisossomos. Além disso, em ratos machos com prolongada
administracdo de estanozolol provocou um acréscimo nas atividades de
hidrélises dos lisossomos do figado e um decréscimo em alguns componentes
do microssomo do sistema de metabolizacdo da droga e na atividade de
mitocondrias respiratérias em cadeias complexas modificando externamente os
indicadores de fungéo hepatica.

De maneira geral, os niveis de TBARS na urina (Figura 2), nos rins e figado
(Figura 3) ndo houve alteracbes relevantes, entretanto encontramos uma
tendéncia a um aumento de tais niveis, jA que uso prolongado de estanozolol
provoca disfuncdes na cadeia complexa de respiracdo mitocondrial e no sistema
monoxigenase. Essas alteracdes seriam possiveis acompanhados de
incremento na geracao espécie de reacao do oxigénio (ROS) (PEY, et al. 2003;
SHAHIDI, 2001). Os niveis de TBARS no figado corroboram com os achados por
Pey et al. (2003) e Shahidi (2001) que relatam que o figado apresenta altos niveis
de enzima e nédo-enzimas de defesas antioxidantes e reparacdo, essa
capacidade pode reverter o estresse oxidativo e as células danificadas sdo

reabilitadas.
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Como ndo houve aumento do estresse oxidativo dos rins e do figado,
também ndo foi observado aumento nos niveis de GSH (figura 12) em ambos 0s
orgédos, tendo em vista que o GSH tem relacdo inversamente proporcional com
a injuria tecidual (ASHFAQ et al., 2006). Em cultura de células endoteliais de
Coturnix coturnix japonica (codorna japonesa) foi demonstrado que um grupo
suscetivel a aterosclerose apresenta reduzida concentracdo de glutationa total
em relacéo ao resistente (HOEKSTRA et al., 2003). Estes estudos mostram uma
tendéncia do organismo a aumentar a expressao deste antioxidante durante o
processo de dano celular.

Alguns estudos tém demonstrado que os esteroides ndo alteram a
peroxidacdo lipidica em todo o cérebro (LIU, et al., 2000), o hipocampo
(ACIKGOZ, et al. 2006; RADAK, 1995), cerebelo (RADAK, 1995), cortex pré-
frontal e musculo estriado esquelético (ACIKGOZ, et al. 2006). Por outro lado, a
producdo de ROS pode ser alta e persistentemente, e a resposta do antioxidante
pode ndo ser eficaz para redefinir o sistema para os niveis originais de redox
(AGUIAR, et al. 2010). De fato, tem sido mostrado que os esteroides induzem o
estresse oxidativo e aumenta a peroxidacao lipidica em cérebro de camundongo
(DALLA CORTE et al., 2013; ROSA, et al., 2007). Tendo em conta estes
resultados contraditérios na literatura, os nossos resultados Concordam com

alguns dos estudos supracitados.

CONCLUSAO

No presente estudo, demonstramos que o0 uso de estanozolol
5,0 mg/kg/semana durante oito semanas, ndo promove alteracdes significativas
nas funcdes renais, como também ndo afeta o figado, porém, acarreta numa
tendéncia a um aumento na PAS. E aparentemente nao altera o sistema Redox

renal e hepatico.

PERSPECTIVAS
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Avaliar dosagens mais elevadas de estanozolol, tendo em vista que 0s
valores aqui avaliados sao os mesmos valores prescritos nas bula do
medicamento.

Confirmar nossos achados com westen blot e anions superoxidos pela

luminometria.
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Figura 1. O uso do estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas elevou as pressoes arteriais sistolicas (mmHg) entre os grupos CV
e CS, apresentaram diferencas significativas, em 30 e 60 dias de experimento o

grupo CS teve um aumento de +4%, (P< 0,05 e P<0,01) respectivamente.
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Figura 2. O uso de estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas, mostrou uma tendéncia para elevar os niveis de TBARS na urina

(nmol/100g/24h) com o passar do tempo, foi significativa apenas no 452 dia
(P<0,05).
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Figura 3. O uso de estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas, elevou os niveis de TBARS nos rins, entretanto ndo houve

alteracdes significativas em tais niveis tanto nos rins como no figado
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Figura 4. O uso de estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas

consecutivas, ndo alterou os niveis de Sddio e Potéssio séricos (nmol/L).
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Figura 5. O uso de estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas, ndo alterou a excrecdo de Na* e K* (nmol/100g/24), a excrecao de

Na* estava elevada por todo o tratamento, porém so6 ouve significancia no 152
dia (P<0,05).
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Figura 6. O uso de estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas, fracdes de excrecdo de Na* s6 ocorreu aumento significante no
152 dia de tratamento no grupo CS (P<0,05).
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Figura 7. O uso de estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas

consecutivas, fragéo de excre¢édo do K* houve uma reducéo significante apenas

no 452 dia de tratamento(P<0,05) no grupo CS.
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Figura 8. O uso de estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas

consecutivas, Nao houve modificacGes estatisticas no clearence de creatinina

no decorrer do tempo.
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Figura 9. O uso de estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas

consecutivas, os niveis de creatinina plasméatica (mL/100g/min) elevaram se a

partir do 302 dia (P<0,01) de experimento e mantendo se até o ultimo dia.
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Figura 10. O uso de estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas

(U/mL)

consecutivas, nao alterou as dosagens de aspartato aminotransferase

(TGO/AST) em nenhuma das idades.

122



TGP/ALT
80

60 T -

.
40
20
0 T T T T
o ©

Figura 11. O uso de estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas

(U/mL)

consecutivas, ndo alterou a alanina aminotransferase (TGP/AST) em nenhuma

das idades com excecao do dia 152 que aumentou no grupo CS (P<0,01).
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Figura 12. O uso de estanozolol 5,0 mg/kg/semana durante 8 semanas
consecutivas, ndo alterou os niveis de GSH (nmol/mg ptn) tanto nos rins como

no figado.
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Resumo
O estanozolol apresenta uso crescentes nas academias pelo fato de promover aumento de forca

sem ganho de peso extra, ndo se converter em estrdgeno, ndo causar retencéo de 4gua em
excesso, além de ajudar na perda de gordura preservando a massa muscular. No entanto, o0 uso
indiscriminado e sem orientacdo de um especialista, pode causar complicacdes
cardiovasculares, disfuncé@o hepatica, lesdo renal, distarbios psiquiatricos, reducao da tiroide e
infertilidade. O principal objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do estanozolol sobre
a pressao sistolica em ratos sedentarios, tendo em vista que a literatura aborda apenas durante
atividades fisicas. Para tanto, foram selecionados oito animais, com 90 dias e divididos em dois
grupos: grupo controle veiculo (n=4) que recebeu solugéo salina, via intramuscular e o grupo
controle estanozolol (n=4) no qual foi administrado estanozolol. Mesmo sem realizar atividades
fisicas, a pressao arterial sistélica entre os grupos, apresentou diferencas significativas, em 30 e
60 dias de experimento o grupo tratado teve aumento de +4%. O uso de estanozolol 10,0
mg/kg/semana durante oito semanas, promove alteracdes significativas na pressao arterial.
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Abstract
Stanozolol is increasingly used in academies because it promotes increased strength without

gaining extra weight, does not convert to estrogen, does not cause excess water retention, and
helps in fat loss while preserving muscle mass. However, the indiscriminate use and without
guidance of a specialist, can cause cardiovascular complications, liver dysfunction, kidney
damage, psychiatric disorders, thyroid reduction and infertility. The main objective of the present
study was to investigate the effects of stanozolol on systolic pressure in sedentary rats,
considering that the literature addresses only during physical activities. The animals were divided
into two groups: vehicle control group (n = 4) receiving saline solution intramuscularly and the
stanozolol control group (n = 4) in which stanozolol was administered. Even without physical
activities, the systolic blood pressure between the groups presented significant differences, in 30
and 60 days of the experiment the treated group had an increase of + 4%. The use of stanozolol
10.0 mg / kg / week for eight weeks, promotes significant changes in blood pressure.

Key-words: anabolic steroids, blood pressure, sedentary lifestyle, rats.

Introducéao

O uso indiscriminado de esteroides anabolizantes (EA), incluindo compostos naturais e analogos
sintéticos da testosterona com o objetivo de obter maior delineamento da musculatura em curto
periodo é de grande preocupacdo, uma vez que é utilizado em doses superiores as
recomendadas pelos profissionais da salde causando graves alteracdes funcionais e estruturais
principalmente, no sistema cardiovascular [1,2]. A maioria dos esterdides é transportada na
circulacdo sanguinea na forma livre ou ligada as proteinas plasmaticas e atuam através de
receptores intracelulares especificos [3].

De forma preocupante, a literatura cientifica relata que nos ultimos anos ocorreu um consideravel
aumento do uso de EA por jovens escolares e praticantes de atividade fisica, principalmente em
academias ou centros de praticas esportivas [4].

O estanozolol é um esterdide heterociclico sintético, derivado da dihidrotestosterona (DHT), com
propriedades anabolizantes e androgénicas, que foi amplamente utilizado por atletas
profissionais em virtude da rapida metabolizagédo e excre¢do na urina [5].

Dentre os diversos esteroides comercializados, o estanozolol € um dos mais utilizados entre os
atletas [6]. Produzido na forma oral (mais dificil de ser encontrado) e na forma injetavel por
laboratérios credenciados, é obtido mais comumente de forma ilegal no mercado negro

[7,8].

Por ser um androgeno atenuado, normalmente, € utilizado com outras drogas no meio de um
ciclo longo de esteroides mais androgénios, para manter o maximo possivel de peso e diminuindo
os efeitos colaterais. A combinacéo do estanozolol com o Parabolan e ou Primobolan pode ser
usada quando se desejam dar uma pausa nos esteroides mais androgénios, mantendo o peso
adquirido e minimizando as consequéncias adversas [9].
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O estanozolol é produzido na Europa pelo laboratério Zambon e chega ao Brasil através do
mercado negro. Encontra-se disponivel em ampolas de 50 mg/ml e capsulas de 10 mg e é
extremamente toxico ao figado. E indicado terapeuticamente em estados na deterioragéo geral,
magreza de origem diversa, anorexias rebeldes, convalescentes, crbnicas e debilitantes,
sindrome nefrética, asma, artrite reumatdide, etc. Utiliza-se também para compensar os efeitos
catabdlicos da cortisona, como adjuvante no tratamento de Ulceras de decubito, lenta
consolidacédo de fraturas, osteoporose, queimaduras extensas, pré e pésoperatorio. Na pediatria
é utilizado em pacientes que apresentam retardo de crescimento e peso, em distrofias e
imaturidade [10].

Porém, tanto individuos atletas ou sedentarios, usam estanozonol para melhorar desempenho
fisico e/ou aparéncia [11].

Tendo em vista os informes mencionados acima e a escassez na literatura sobre os efeitos do
estanozolol na condicdo sedentaria, o referido estudo tem por objetivo avaliar a presséo
sanguinea na auséncia de atividades fisicas.

Material e métodos
Animais

Ratos machos Wistar aos 90 dias de vida foram mantidos no biotério setorial do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia sob o ciclo de claro/escuro 12/12. Divididos em dois grupos: grupo
controle veiculo (CV, n=15) que recebeu solucdo salina, via intramuscular e o grupo controle
estanozolol (CS, n=15) no qual foi administrado estanozolol, via intramuscular na dose de 10,0
mg/kg/semana, dividida em duas doses semanais, durante oito semanas consecutivas [1,11].

O uso dos animais foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da UFPE, Processo:
23076.026362/2014-56.

Avaliacdo da pressdo sanguinea sistolica

A presséo arterial sistdlica (PAS) foi medida por pletismografia de cauda (IITC Life Science B60-
7 | 16", Life Science Instruments, Woodland Wills, CA). Os animais foram aclimatados as
condigdes experimentais para a obtencéo da PAS durante trés dias consecutivos. Para obter
uma média da PAS, o procedimento de medida em cada rato foi repetido por cinco vezes.

Os animais foram acompanhados, quinzenalmente durante os 90 aos 270 dias de vida, para a
avaliacdo da pressao arterial sistélica.

Analise estatistica

Os resultados foram interpretados por Analise de Varidncia e quando significativa, esta foi
complementada pelo teste de Comparacdes Mdltiplas Tukey e Kramer. Os dados foram
tabulados e processados em programa estatistico SAS (Statistical Analysis System, 2001).
Adotando-se o nivel de significancia de 5% (p £ 0,05).
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Resultados

A pressdo arterial sistélica entre os grupos CV e CS apresentou diferencgas significativas. Em 30
e 60 dias de experimento o grupo CS teve um aumento de + 4%, (P < 0,05 e P < 0,01)
respectivamente. Nos demais periodos nao houve diferencas significativas (Figura 1).
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Figura 1 - O uso do estanozolol 10,0 mg/kg/semana durante oito semanas consecutivas elevou
as pressfes arteriais sistolicas (mmHg) entre os grupos CV e CS, apresentaram diferencas
significativas, em 30 e 60 dias de experimento o grupo CS teve um aumento de + 4%, (*P< 0,05
e **P<0,01).

Discusséo

O aumento da PAS na presente pesquisa concorda com os achados de Bocalini et al. [11] que
destacaram que a mesma ocorreu independente de atividade fisica. Os autores destacaram
ainda o aumento da massa cardiaca pela hipertrofia do ventriculo esquerdo, possivelmente, por
efeito secundéario a hipertensdo arterial j& que o ventriculo direito ndo foi alterado. Porém, o
estanozol é melhor associado as fung¢des cardiacas sistdlica e diastélica durante as atividades
fisicas.

Nossos achados concordam ainda com pesquisas semelhantes realizadas por Acikgoz et al. [12]
e Beutel & Bergarmaschi [1] que trabalharam com o mesmo anabolizante e dose em ratos, tanto
sedentarios como submetidos a atividades fisicas.

Segundo Hartgens et al. [13], 0 aumento da PAS também foi constatado em humanos, quando
pesquisou atletas submetidos & administracdo de estanozolol. O mesmo afirma que em
atividades fisicas ou nao, o referido aumento pode ocorrer dentro de quatro semanas apos 0
inicio da administragdo por dois motivos: 1) estimulagdo da eritropoiese pelo estanozolol, levando
ao aumento do hematdcrito e, consequentemente, ao aumento da viscosidade do sangue; 2)
aumento da atividade simpdtica devido a administracéo de EAA.
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Ainda segundo Nascimento et al. [14], um dos motivos que explica o desenvolvimento da
hipertensdo é a retencao hidrica e de sais desencadeados por esteroides anabolizantes,
principalmente relacionado a frequéncia e a dose. O aumento do volume plasmatico total que
ocorre nesses usuarios, provavelmente contribui para elevacdo da mesma.

Agentes androgénicos parecem afetar mais a pressao arterial do que os agentes anabdlicos,
porém, o mecanismo exato ainda precisa ser estabelecido [15].

Conclusao

No presente estudo, demonstramos que o uso de estanozolol 10,0 mg/kg/semana durante oito
semanas, promove alteracdes significativas na pressao arterial sistolica.
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