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RESUMO

Funcao tireoideana em ratos tratados com esteréide anabolizante

Rodrigo Soares Fortunato

Orientadora: Denise Pires de Carvalho

Resumo da monografia de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacao em Cié€ncias
Biolégicas, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do Rio de
Janeiro — UFRIJ, como parte dos requisitos necessarios a obten¢ao do titulo de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas.

A utilizacdo de esterdides anabolicos por individuos que desejam aumentar sua
performance fisica ou simplesmente para fins estéticos, tem atingido indices alarmantes nas
ultimas trés décadas. A acdo desses hormodnios sobre a func¢do tireoideana ainda é um
assunto controverso e pouco abordado na literatura. Com isso, o objetivo do nosso estudo
foi elucidar os efeitos de doses suprafisioldgicas de decanoato de nandrolona (DECA), um
dos esterdides anabdlicos mais utilizados, sobre a fungdo tireoideana. Para isso, utilizamos
ratos Wistar machos que foram tratados durante 8 semanas com veiculo ou DECA (10 mg/
Kg p.c.), via intramuscular, uma vez por semana .

Os animais que receberam o tratamento apresentaram aumento significativo do peso
dos rins + adrenal e coragdo, e diminuicao do peso dos testiculos. Demonstraram também
diminui¢do, embora nao significativa, no peso da gordura retroperitoneal.

Em relacdo a tiredide, a administracio de DECA causou aumento significativo do
peso absoluto e relativo da glandula, em relacdo aos animais tratados com veiculo. As
concentracdes séricas de Tj total, T4 livre ¢ TSH diminuiram com o tratamento, mas nao
houve alteracdo nos niveis séricos de T, total. Nenhuma modificagdo foi encontrada na
atividade da tireoperoxidase, porém, no grupo tratado a atividade da enzima desiodase tipo
I (D1) hepatica e renal estavam aumentadas, sem alteracdo na atividade enzimdtica
hipofisaria ou tireoideana. Com isso, nossos dados sugerem que o DECA possui
provavelmente efeitos tanto diretamente sobre a fung¢do da glandula, quanto no
metabolismo periférico dos hormdnios tiredideos.

Palavras-chave: decanoato de nandrolona, tiredide, tireoperoxidase, iodotironina desiodase.
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ABSTRACT

Thyroid function in anabolic steroids treated rats

Rodrigo Soares Fortunato

Orientadora: Denise Pires de Carvalho

Abstract da monografia de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Bioldgicas.

The administration of anabolic-androgenic steroids (AAS) for the improvement of
athletic performance and for a greater body composition, has notably increased during the
past three decades. The effects of these steroids on thyroid function remain controversial
and unclear. Therefore, the aim of this study was to elucidate the thyroid effects of
supraphysiological doses of nandrolone decanoate (DECA), one of the most commonly
AAS used. We treated male Wistar rats with vehicle or DECA (10 mg/ Kg b.w).
intramuscular weakly, during 8 weeks.

Treated animals showed a significant increase in the weight of kidneys + adrenal
and heart, and a decrease in testis weight. Besides, a non significant decrease in
retroperitoneal adipose tissue weight was also observed.

The administration of DECA induced a significant increase in thyroid weight, when
compared with the administration of vehicle. Total serum Ts, free T4 and TSH were
decreased in treated animals, while total serum Ty levels was unchanged. No changes were
seen on thyroperoxidase activity, but, type I deiodinase in liver and kidney where
significantly wheter increased, D1 activities in the pituitary and the thyroid were not
affected by DECA treatment. In conclusion, our data show possible direct actions of

DECA on thyroid function and in the peripheric metabolism of thyroid hormones.

Key-words: nandrolone decanoate, thyroid, thyroperoxidase, iodothyronine deiodinase.
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INTRODUCAO

1. ESTEROIDES ANABOLIZANTES

A maioria dos hormdnios esterdides € produzida pelo cértex da glandula supra-renal e
pelas gonadas (ovdrio e testiculo). Os esterdides anabdlico-androgénicos (EAA) referem-se
aos hormonios esterdides da classe dos hormodnios sexuais masculinos, promotores e
mantenedores das caracteristicas sexuais associadas a masculinidade e do status anabdlico
dos tecidos somadticos, dentre eles, podemos destacar a testosterona e seus derivados
(Leshner, 2000; da Silva e cols., 2002).

Os esterdides anabdlicos foram descritos primeiramente por um fisiologista francés em
1889, que descreveu aumento de forca e energia mental apds a injecdo de extrato de
testiculos de cachorros e porcos (apud Boyce, 2003). O isolamento, sintese e caracteriza¢ao
da testosterona em 1935, levaram a estudos mais profundos sobre esse hormdnio e um
melhor entendimento sobre seus efeitos bioldgicos. Foram atribuidos a testosterona efeitos
(designados como androgénicos e/ou anabdlicos) em tecidos alvo componentes do sistema
reprodutor ou ndo. Os efeitos androgénicos sdo responsdveis pelo crescimento do trato
reprodutivo masculino e desenvolvimento das caracteristicas sexuais secunddrias, enquanto
os efeitos anabdlicos se referem ao estimulo da fixacdo do nitrogénio causando um balango
nitrogenado positivo, pois aumentam a sintese protéica. Varios compostos derivados da
testosterona tém sido elaborados para o prolongamento da atividade biolégica, diminui¢do
do potencial androgénico, e aumento do anabdlico. Desde que estudos propuseram a
possibilidade da dissociagdo entre os efeitos anabdlicos e androgénicos dos esterdides
sexuais masculinos, mais de 600 moléculas com estrutura derivada da testosterona foram
sintetizadas, particularmente entre os anos 50 e 60, na procura de um composto com agao
anabdlica pura. Embora a dissociacdo completa dos efeitos androgénicos e anabdlicos ndao
tenha sido conseguida, alguns esterdides anabdlicos mostraram um significativo aumento
da atividade anabdlica, com redu¢do da androgenicidade. Devido a isso, alguns autores

referem os esterdides anabolizantes como os derivados sintéticos da testosterona que



possuem atividade anabdlica superior a atividade androgénica (Shahidi, 2001; da Silva e
cols., 2002; Celotti e cols., 1992).

A molécula de testosterona sozinha ndo € eficiente quando injetada ou tomada
oralmente, pois é muito susceptivel a metabolizacdo (ou inativacdo) relativamente rapida
pelo figado. Conseqiientemente, a estrutura quimica da testosterona teve que ser modificada
para contornar esse problema. Mais comumente, a molécula de testosterona € alquilada na
posicdo 17 para formar esteréides anabdlicos orais (retardando o catabolismo hepatico da
molécula), e esterificada na posi¢do 17 para formar esteréides anabdlicos injetaveis mais
lipofilicos que a testosterona; o ultimo € suspenso em Oleo para ajudar a manutengdo da
concentracdo no corpo por varias semanas. Mais recentemente, adesivos transdérmicos e

sprays nasais t€m sido utilizados (Shahidi, 2001; Yersalis & Bahrke, 1995; Snyder, 2001).

1.1) METABOLISMO E MECANISMO DE ACAO DOS
ESTEROIDES ANABOLICOS

A testosterona possui diversos efeitos em diferentes tecidos. Um dos mecanismos
pelos quais os efeitos variados sdo mediados € o metabolismo da testosterona em dois
outros esteroides ativos, a dihidrotestosterona (DHT) e o estradiol. Alguns efeitos parecem
ser mediados pela propria testosterona, alguns pela DHT e outros pelo estradiol.

A enzima So-redutase cataliza irreversivelmente a conversdo da testosterona em
DHT. Tanto a testosterona quanto a DHT agem através do mesmo receptor, o receptor de
androgénio, porém o DHT tem uma maior afinidade por ele e ativa a expressao génica mais
eficientemente (Snyder, 2001).

Quando estd presente no tecido o complexo enzimdtico aromatase, localizado
predominantemente no tecido adiposo e figado, ocorre a conversdo da testosterona em
estradiol. Essa conversdo resulta em aproximadamente 85% do estradiol circulante em
homens. Outros compostos biologicamente inativos como a androsterona e etiocolanona
sao formados pela metabolizacio hepética e pela metabolizacdo da DHT (Snyder, 2001).

A testosterona entra na célula por um processo de difusdo, pois € lipofilica, porém

algumas evidéncias sugerem a existéncia de transportadores e / ou receptores de membrana



para esses hormonios. Apds entrar, o hormodnio serd convertido a DHT ou agird
diretamente, ambos através do receptor de androgénio, o qual pertence a uma super familia
de receptores nucleares. Tanto a testosterona quanto a DHT ligam-se ao dominio de ligagao
ao hormodnio do receptor, permitindo a ligagdo do complexo a certos genes responsivos,
agindo como um fator transcricional, regulando a expressdo desses genes (Shahidi, 2001;
Snyder, 2001; Brann e cols., 1995).

Efeitos rdpidos, considerados nido gendmicos também foram observados para os
androgénios. Yamada (1979), usando ratos machos adultos, observou que a aplicacdo de
testosterona a neurdnios individuais na regido do hipotilamo anterior e nucleo septal
resultou num aumento da freqiiéncia de disparos apds segundos da aplicagdo, enquanto
Kubli-Garfias et al (1982) demonstraram a supressao da atividade cerebral em gatos pelos
metabolitos da testosterona, androsterona e androstenediol apdés 1 minuto de injecao

intravenosa ( apud Brann e cols., 1995).
1.2) EFEITOS DOS ESTEROIDES ANABOLIZANTES

Os androgénios sao hormodnios necessdrios durante toda a vida em machos, da
diferenciacdo sexual heterogamética no ttero, passando pelo desenvolvimento sexual
secundério durante a puberdade, e para o estabelecimento e manutencdo da fungdo sexual
adulta e fertilidade. Sua a¢ao também pode ser observada em um grande nimero de tecidos
alvo reprodutivos e nao reprodutivos, incluindo o osso, tecido adiposo, musculo
esquelético, coracdo, cérebro, prostata, rins e figado (Wu e cols., 1997).

Nas fibras de musculo esquelético e cardiaco, a testosterona exerce efeitos tréficos,
pois a castracdo promove atrofia muscular e a administracdo de testosterona promove
hipertrofia das fibras individualmente, sem mudangas no ndmero de fibras. Em um sistema
de cultura de mioblastos, a testosterona estimulou a atividade mitética dessas células e,
quando administradas a ratas antes do sétimo dia de vida, produziu um aumento
significativo no ndmero de fibras do musculo estudado, sem mudancas na 4rea seccional
transversa; porém, apdés o sétimo dia de vida, apenas um aumento na area seccional
transversa foi observado. A atuacdo dos androgé€nios no desenvolvimento muscular é

aparentemente uma ac¢do direta do hormonio nas fibras e, ndo é mediada pelos ntcleos



espinhais de inervacdo desses musculos. A agdo hipertréfica desses hormonios nas fibras
musculares € uma conseqiiéncia do aumento da sintese protéica, pois eles aumentam a
retencao de nitrogé€nio (Shahidi, 2001; Celotti & Cesi, 1992; Joumaa & Léoty, 2000).

Outro importante efeito dos esterdides sexuais masculinos é o estimulo da
eritropoese. Administracdo de andrégenos a vdrios mamiferos aumentou a contagem de
reticuldcitos, e a atividade eritropoiética da medula éssea. Vdarios estudos em humanos
demonstraram niveis de hematdcrito, hemoglobina e eritrécitos maior em homens do que
em mulheres, e anemia em pacientes com hipogonadismo. Além de estimular a produgao
dessas células, os esterdides sexuais masculinos agem também aumentam 2,3-
difosfoglicerato, presente nos eritrécitos e responsdvel na ligacio do oxigénio a
hemoglobina (Shahidi, 2001).

A proliferacdo osteobléstica, produc¢do de matriz ssea protéica, e sintese de fatores
de crescimento e citocinas, estdo associadas aos androgénios; todos esses efeitos ocorrem
através de receptores para esses hormonios nos osteoblastos. Hipogonadismo nao tratado
em homens adultos estd associado com remodelacao dssea reduzida, baixos niveis séricos
de 1,25-dihidroxi vitamina D, e diminuicdo de formagdo d&ssea, demonstrando a
importancia desse hormonio para a manuten¢do da funcdo 6ssea. A acao trofica combinada
dos esterdides anabdlicos na massa muscular e na massa e densidade Ossea, € importante,
pois uma grande massa muscular necessita do suporte de uma grande e forte massa dssea

para produzir forca maxima (Shahidi, 2001).

1.3) APLICACOES CLINICAS DOS ESTEROIDES
ANABOLICOS

a) HIPOGONADISMO MASCULINO

A maior indicacdo para o uso de esterdides sexuais masculinos € o hipogonadismo,
onde por algum motivo, existe falta ou deficiéncia de testosterona. Nesses casos esses
hormoénios sdo administrados no intuito de mimetizar concentracdes séricas 0 mais proximo

possivel das normais (Snyder, 2001).

b) SENESCENCIA MASCULINA



Com o envelhecimento, os niveis de testosterona diminuem, ocasionando uma série de
efeitos como diminuicdo da densidade mineral dssea, diminuicio da massa muscular e
aumento da massa gorda. A reposicdo desses hormdnios amenizaria esses efeitos, porém,

ndo se sabe se esse tratamento aumentaria os riscos de cancer de préstata (Snyder, 2001).

¢) CONTRACEPTIVO MASCULINO

A administracdo de esterdides sexuais masculinos diminui a producdo enddgena de
testosterona, tanto o nivel sérico quanto nos testiculos, diminuindo assim a
espermatogénese (Snyder, 2001), porém a funcao testicular ja iniciada ndo € bloqueada em

termos de espermatogénese, entdo esse uso nao apresentou resultados satisfatorios.

d) ESTADOS CATABOLICOS E DE FRAQUEZA MUSCULAR

Devido a seus efeitos anabdlicos, os hormonios sexuais masculinos sio utilizados
nessas doengas para reestabelecer ou minimizar as perdas de massa muscular, porém, esse
tratamento nio € efetivo na maioria desses estados, com excecdo de pacientes com

sindrome da imunodeficiéncia adquirida, que respondem muito bem ao tratamento

(Shahidi, 2001; Snyder, 2001).

e) EDEMA ANGIONEUROTICO

O edema angioneurdtico € uma condic@o transmitida geneticamente, associada com a
diminui¢do ou auséncia do inibidor Cl-esterase, que resulta na ativacdo do sistema
complemento e leva a angioedema cutdneo, coélicas gastrointestinais, e sintomas
respiratorios. A administracio cronica dos androgénios previne esses ataques, estimulando

a sintese hepatica da esterase.

f) SINDROME DE FALENCIA DA MEDULA OSSEA
Devido a seus efeitos na estimulagcdo da eritropoese, os esterdides sexuais masculinos

sao utilizados para essa manifestacdo clinica (Shahidi, 2001; Snyder, 2001).

1.4) USO INDISCRIMINADO DE DOSES
SUPRAFISIOLOGICAS



A utilizacdo sem fins medicinais dos esterdides anabolizantes foi inicialmente
referida em levantadores de peso e outros atletas de forca nos anos 50. O objetivo desses
individuos com o uso desses hormdnios era o ganho de forca e massa muscular, aliado a
perda de gordura corporal (American Academy of Pediatrics, 1997). O uso dessas
substancias ndo s6 aumentou notavelmente nessas cinco décadas, como atingiu outras
populacdes. Alta incidéncia de uso de esterdides anabdlicos tem sido encontradas ndo sé
em atletas de competi¢do, mas também em atletas recreacionais e mulheres que o utilizam
para fins estéticos (Yersalis e cols., 1993). Aproximadamente um a trés milhdes de homens
e mulheres utilizam os esterdides anabdlicos com fins de melhora de performance, apenas
nos Estados Unidos, onde 67% dos atletas de elite utilizam essas drogas. O uso por atletas
recreacionais varia de 1 a 5% da populacdo e, entre adolescentes cursando o segundo grau
vai de 0,5% a 3% em meninas € 1 a 12% em meninos, com idade média inicial de 15 anos
(Boyce, 2003; Bahrke e cols., 2000).

As drogas sdo obtidas ilegalmente de vdrias maneiras, incluindo amigos (59%),
academias (24%), e treinadores (14%), sendo geralmente utilizada uma combinagdo de
esterdides anabdlicos orais e injetdveis durante 6 a 12 semanas (Boyce, 2003; American
Academy of Pediatrics, 1997). O uso simultineo de multiplos esteréides ¢ chamado de
“stacking”, e a utilizacdo de doses crescentes durante o ciclo € referida como piramide. Um
ciclo piramidal pode conter doses 10 a 40 vezes maiores do que as utilizadas para

indica¢des médicas (American Academy of Pediatrics, 1997; Bronson e cols., 1997).

1.5) EFEITOS COLATERAIS DA SUPERDOSAGEM

A superdosagem de esterdides anabdlicos estd associada a uma série de efeitos
colaterais que variam de acordo com a dose e o tempo de administragdo da droga, sendo
alguns deles irreversiveis. Bronson e cols. (1997) demonstraram em um estudo utilizando
doses suprafisioldgicas de esterdides anabolizantes em ratos machos, a relacdo entre o uso
dessas drogas e a expectativa de vida, onde apds um ano do fim do tratamento, 52% dos
animais que receberam altas doses de esterdides haviam morrido contra 12% dos animais
controle. As principais causas de morte no grupo tratado foram tumores renais,

glomerulopatia, e peliosis hepatis.



A estrutura e funcdo hepdtica também sdo severamente alteradas pelo uso
indiscriminado de esterdides anabolizantes, devido a metabolizacdo dessas drogas ocorrer
no figado através de um sistema de enzimas chamado mono-oxidases. Durante o uso,
ocorre a elevacdo dos niveis das enzimas hepdticas (aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase e lactato desidrogenase), porém complicacdes mais severas Sa0 menos
usuais, podendo ocorrer ictericia colestdtica, peliosis hepatis (multiplos cistos hemorrdgicos
distribuidos no parénquima hepatico), hiperplasia hepatocelular, e adenoma hepatocelular
(Shahidi, 2001; Yersalis & Bahrke, 1995; Leshner 2000; American Academy of Pediatrics,
1997; Saborido e cols., 1993).

A administracdo exdgena, leva a inibicdo do hormonio luteinizante e do hormodnio
foliculo estimulante, levando a diminuicdo da produg¢do enddégena de testosterona,
diminui¢do da espermatogénese, e atrofia testicular. A ginecomastia pode resultar da
conversdo periférica dos androgénios em estradiol e estrona (American Academy of
Pediatrics, 1997).

Essas substancias estdo associadas também a doencas cardiovasculares, incluindo
ataques cardiacos em atletas com idade inferior a 30 anos. Os esterdides contribuem para o
desenvolvimento dessas doencgas principalmente por alterar os niveis das lipoproteinas
carreadoras de colesterol no sangue. Essas drogas, principalmente as orais, aumentam os
niveis de LDL e diminuem os de HDL, através da supressdo da atividade da [lisboa
endotelial hepdtica, o que aumenta o risco de arteriosclerose, uma condi¢do onde as
gorduras sdao depositadas nas paredes das artérias, interrompendo o fluxo sanguineo,
podendo causar doengas cardiacas isquémicas, acidente vascular cerebral, ou embolismo
pulmonar (Saborido, 1993; Woodiwiss, 2000; Boyce, 2003). O estimulo da eritropoese
pelos esterdides anabdlicos, causa aumento no nimero de plaquetas, o que resulta em maior
incidéncia de formagdo de trombos. Outros efeitos colaterais cardiacos sdo hipertrofia

cardiaca, arritmias, dentre outros (Leshner, 2000).

A utilizacdo de doses suprafisioldgicas de esterdides anabolizantes estd associada
com mudancas de humor, comportamento e percep¢ao somdtica. O uso dessas drogas
acarreta em mudancas eletroencefalograficas similares as encontradas em usudrios de

anfetaminas e antidepressivos. Esquizofrenia, aumento da irritabilidade, hostilidade,



depressao, hipomania, e episddios de psicose foram relatados por usudrios (Yersalis e cols.,
1993; Wood, 2004; Daly e cols., 2003; Tricker e cols., 1996).

Em mulheres, os esteréides anabdlicos sdo responsaveis por uma série de efeitos
colaterais, alguns irreversiveis apds descontinuidade do uso, como menstruacdo anormal,
engrossamento da voz, acne, e aumento de pélos corporais e tamanho do clitéris, dentre

outros (Shahidi, 2001; Yersalis & Bahrke, 1995).
2. A TIREOIDE

A tire6ide € a maior glandula humana, pesando em torno de 20 g no adulto normal,
sendo constituida de dois lobos ligados por uma fina camada de tecido chamado istmo. Esta
localizada anterior e lateralmente a traquéia, logo abaixo da cartilagem cricéide. A estrutura
morfofuncional dessa glandula é o foliculo, que é uma estrutura ovéide formada por uma
camada de células chamadas tiredcitos, circundando grande quantidade de coléide. Além
dos tiredcitos, também estdo presentes na tiredide as células C, produtoras de calcitonina,
dispostas entre os foliculos e dentro deles, porém sem alcancgar a parte apical do mesmo

(Griffin, 2000; Larsen e cols., 1992).

2.1) REGULACAO DOS HORMONIOS TIREOIDEOS

Os hormonios tiredideos (HT) desempenham um papel importante na diferenciagao,
crescimento e metabolismo. Esses hormonios sdo necessdrios para o funcionamento normal
de todos os tecidos, com efeitos mais evidentes sobre o consumo de oxigénio € a taxa
metabdlica (Yen, 2001).

A sintese e secrecdo dos HTs € rigidamente regulada por um sistema de feedback
negativo entre o hipotdlamo, a hipdfise e a glandula tiredide. O hormdnio liberador de
tireotrofina (TRH) € sintetizado no nicleo paraventricular do hipotdlamo e transportado por
axOnios para a eminéncia média e depois para a hipdfise anterior via plexo capilar portal. O
TRH liga-se a seus receptores nos tireotrofos, na hipéfise, uma subpopulacdo de células
secretoras do hormonio estimulador da tiredide (TSH). A estimulacdo pelo TRH, leva a

sintese e liberacao de TSH pelo tireotrofo. Tanto o TRH, quanto o TSH sdo negativamente



regulados pelos HTs. Um importante mecanismo para essa regulacdo negativa do TSH € a
conversdo de T, a Tz catalizada pela enzima desiodase tipo 2. Adicionalmente, a
somatostatina ¢ a dopamina secretadas pelo hipotdlamo podem regular negativamente a
secrecao de TSH (Yen, 2001).

O TSH é o regulador primario da sintese e secrecdo dos HTs. Ele também
desempenha um papel importante no crescimento e desenvolvimento da glandula tiredide.
A liga¢do do TSH ao seu receptor leva a um aumento nos niveis intracelulares de AMP¢ e
conseqiiente estimulacdo de vias relacionadas a proteina cinase A. Vdrios genes
lisboall[loll, como para o co-transportador Na'/I' (que possibilita a entrada do iodeto
junto ao ion sddio), tireoglobulina, e o da tireoperoxidase(TPO) sdo estimulados pelo TSH

e promovem a sintese dos HTs (Yen, 2001).
2.2) BIOSSINTESE DOS HORMONIOS TIREOIDEOS

Os HTs, T4 e Ts, s@o sintetizados na tiredide. O iodeto proveniente da dieta, cai na
circulagdo apds ser absorvido no trato gastrointestinal e € transportado e concentrado na
glandula através do co-transportador Na®/I" (NIS), que transporta 2 moléculas de sédio e
uma de iodeto devido a geracdo de um gradiente extracelular de s6dio no meio extracelular
pela Na'/K* ATPase. Apés atravessar a célula e chegar ao coldide através de um
transportador apical chamado pendrina, ocorre a oxidac¢do do iodeto pela TPO, que € uma
hemoglicoproteina que se encontra na membrana plasmaética apical da célula folicular, com
seu dominio catalitico voltado para o coldide. A oxidac¢do do iodeto pela TPO ocorre na
presenca de peroxido de hidrogénio e posteriormente hd a incorporacdo da molécula
oxidada a residuos de tirosila presentes na molécula de tireoglobulina, reacdo também
catalizada pela peroxidase. Como existem dois sitios para incorporacdo do iodo, havera a
formacdo de moléculas de monoiodo-tirosinas (se apenas 1 sitio for ocupado) ou diiodo-
tirosinas (se os dois sitios forem ocupados). Em seguida, a peroxidase [Jisboall[ o cataliza
o acoplamento entre essas moléculas formando T4, se o acoplamento ocorrer entre duas
moléculas de DIT ou T3, se ocorrer entre um MIT e um DIT. As moléculas de
tireoglobulina contendo MIT, DIT, T4 e T3 serdo endocitadas e sofrerdo protedlise com

liberacdo dessas moléculas. Enquanto o MIT e o DIT sofrerdo desiodacdo no préprio



tiredcito, as moléculas de T, e T3 cairdo na circulacio através da membrana basal da célula.
Em humanos, cerca de 15 vezes mais T4 € liberado em relagdo ao T3, porém este € o
hormo6nio metabolicamente ativo (Griffin, 2000; Yen, 2001; Taurog, 2000; Vaisman e cols,
2004).

Um dos principais estimuladores da atividade da TPO € o TSH. Esse hormo6nio
aumenta os niveis de RNAm para essa enzima em vdrias preparacdes de células
tireoideanas através de um sistema dependente de 3°,5°-adenosina monofosfato ciclico
(AMPc)/ proteina cinase A (PKA). A insulina também possui um efeito estimulador sobre a
expressao do gene da TPO, porém, menos evidente que o do TSH. O fator de transcri¢dao
Uisboal Il lo especifico 2 (TTF-2) desempenha o papel principal na regulacio da atividade
do promotor da TPO , mas o fator de transcricio Pax-8 também parece ter alguma
participacdo. Tanto o TTF-2, quanto o Pax-8, t€tm sua expressdo regulada negativamente
pela tireoglobulina folicular, que age opostamente ao TSH (Taurog, 2000; Vaisman e cols,
2004; Ohtaki e cols, 1996; Gerard e cols, 1989). Além disso, Corréa da Costa e cols. (2001)
demonstraram que em ratos machos a expressdo de RNAm para TPO era maior que em
fémeas, e que com o envelhecimento dos ratos machos, a expressido desse gene diminuia,
sugerindo que os esterdides sexuais masculinos estariam envolvidos na modulagcdo desse

gene.
2.3) TRANSPORTE DOS HORMONIOS TIREOIDEOS

A depuracdo lenta, meia-vida prolongada, e alta concentracdo sérica dos HT's sdao devidas
a forte ligacdo desses hormonios as proteinas ligadoras de hormonios tiredideos, globulina
ligadora de tiroxina (TBG), transtirretina (TTR), e albumina. Essas proteinas, mantém
concentracdes estaveis de T4 e Tz livres para o aproveitamento celular e conseqiiente
resposta biolégica. Apenas 0,03% do T, total estd na forma livre e 0,3% do T3 encontra-se

desligado dessas proteinas (Yen, 2001; Schussler, 2000).
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2.4) IODOTIRONINAS DESIODASES E METABOLIZACAO
DOS HORMONIOS TIREOIDEOS

As enzimas iodotironinas desiodases sdo selenoproteinas que catalizam a
monodesiodagdo das iodotironinas, regulando a disponibilidade do Ts;, o hormonio

tire6ideo metabolicamente ativo (Curcio-Morelli e cols., 2003).
a) IODOTIRONINA DESIODASE TIPO 1

Cerca de 80% do Tj circulante provém do T4. A enzima desiodase tipo 1 (D1) através
da 5’-desiodacdo no anel externo da molécula de T4 prové a maior parte de T; para a
circulacdo, e através de uma desiodac@o no anel interno da molécula de T4, consegue, em
situacdes de alta desse hormonio, [lisboall-lo, formando a molécula de Rt; Essa enzima,
que € inibida pelo 6-n-propil-2-thiouracil (PTU), é uma proteina integral de membrana e é
expressa em vdrios tecidos como figado, rins, tiredide e hipdfise, tendo localizacdo
subcelular na membrana plasmética, porém seu sitio catalitico € citosdlico. Sua disposi¢ao
parece facilitar a interacdo da enzima com as moléculas na circulagio de Rt; e T4 e também
possibilitar a entrada do T5 formado para o plasma. A DI cataliza a desiodagcdo do anel
externo e interno, sendo influenciada pelo Ph. Porém, a sulfatacdo da iodotironina acarreta
num aumento na rapidez da desiodacdo e preferéncia pelo anel interno, indicando que a
sulfatacao € uma modificagdo critica importante do T3 e T4, pois facilita a inativagcao desses
compostos (Yen, 2001; Bianco e cols., 2002).

A sintese da D1 é regulada por uma série de substancias, agentes e condi¢des, sendo os
hormonios tiredideos os mais importantes. Os hormonios tireéideos sdo responsiveis por
aumentar tanto a atividade, quanto a expressdo de RNAm para essa enzima. Os efeitos
transcricionais positivos sdo mediados por uma regido no DNA chamada elemento
responsivo a hormdnio tireéideo (TRE), onde existe um sitio para ligacdo dos HTs (Bianco
e cols., 2002; Maia e cols., 1995). Dependendo do tecido, outros hormonios sdo capazes de
aumentar a sintese e/ou atividade da D1 como os glicocorticéides, estrogénio, testosterona,
e TSH (Bianco e cols., 2002). Fatores nutricionais também sao importantes na modulagao

da atividade dessa enzima, o jejum induz uma diminuicdo na expressao de RNAm para D1,
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e como a DI possui selénio em sua composicdo, uma deficiéncia desse mineral leva a
diminui¢do de sua atividade no figado, musculo esquelético, e coracdo (Bianco e cols.,

2002).

b) IODOTIRONINA DESIODASE TIPO I1

A iodotironina desiodase tipo 2 (D2) € uma selenodesiodase de anel externo somente,
que cataliza a conversdao de T4 a T3, Rtz a 3,3’-T, e de T a 3,5-T,. Presente principalmente
na hipdfise, cérebro e tecido adiposo marrom de ratos, e na tiredide, coracdo, cérebro,
musculo esquelético, placenta, rins e pancreas humano, essa enzima tem como localizacdo
subcelular as fragdes de reticulo endoplasmatico, o que estd relacionado com a geracdo de
T a partir de T4 para o meio intracelular. Esse processo tem grande importancia para o
mecanismo de feedback negativo hipofisario (Yen, 2001; Bianco e cols., 2002).

O gene para D2 € regulado via AMPc. A exposic¢do ao frio aumenta a atividade e o
RNAm para D2 no tecido adiposo marrom, e bloqueadores ol ou -adrenérgicos
bloqueiam esse efeito. Nesse mesmo tecido, catecolaminas, norepinefrina, isoproterenol,
insulina, e glucagon induzem aumento de atividade dessa enzima, e o GH inibe. O nivel de
hormonios tireéideos controla a atividade da D2 tanto a nivel pré-transcripcional, quanto
pOs-transcripcional, onde Ts e T4 exercem efeitos supressores sobre a atividade da D2, Ts
induzindo supressdo dos niveis de RNAm para essa enzima, e T4 diminuindo sua atividade

(Bianco e cols., 2002).

¢) IODOTIRONINA DESIODASE TIPO III

A enzima desiodase tipo 3 é a terceira enzima envolvida na desiodagdo dos HTs.
Age principalmente como uma inativadora do T, e T3, fazendo a desiodacao apenas do anel
interno da molécula. Assim, cataliza a conversao de T4 a Rtz e T3 a 3,3’-T,, os quais sdo
biologicamente inativos. Presente predominantemente na pele, cérebro e placenta, também
pode ser encontrada em musculo esquelético, figado e intestino de ratos neonatos (Bianco e

cols., 2002).
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A atividade da D3 é estimulada pelo T3, o que é observado em pacientes com
hipertireoidismo, onde a atividade da D3 no sistema nervoso central apresenta-se
aumentada, fato esse condizente com a natureza inativadora dessa enzima (Bianco e cols.,

2002).

2.5) EFEITOS DOS ESTEROIDES ANABOLIZANTES
SOBRE A FUNCAO TIREOIDEA

Um dos efeitos colaterais provenientes do uso abusivo de esterdides anabdlicos
relatados na literatura é a supressdao da fungdo tiredidea. As influéncias dos esterdides
sexuais masculinos sobre a funcdo tiredidea t€m sido bem estudadas, mostrando que essas
substancias podem agir como moduladores nesse contexto. Um dos efeitos conhecidos da
testosterona € seu efeito estimulatério da sintese e secrecao de TSH em ratos, aumentando
também a resposta secretoria de TSH em resposta a um estimulo pelo TRH (Banu e cols.,
2001). Desde que existem receptores para os esterdides sexuais na tiredide, é razodvel
esperar efeitos diretos desses hormdnios no crescimento e fung¢do da glandula. Em um
estudo com ratos machos e fémeas, Banu e cols (2001) demonstraram que os esterdides
sexuais masculino e feminino possuem um papel fundamental na regulagdo da resposta
proliferativa ao TSH, pois em animais gonadectomizados essa resposta era suprimida. Em
outro estudo, estes autores demonstraram que a testosterona € um potente fator mitogénico
para tiredcitos em cultura, junto ao TSH ou independentemente (Banu e cols., 2002).
Borges e cols. (1998) demonstraram em ratos a necessidade da presenca da testosterona
para manuteng¢do dos niveis de TSH, pois nos ratos castrados foi observada uma diminui¢ao
nos niveis desse hormonio e ao fazer a reposicao do esterdide sexual masculino, os niveis
elevavam-se novamente.

Além da interacdo com o TSH, os esterdides sexuais também modulam amplamente
as enzimas desiodases, principalmente a D1. Fato observado pela atividade dessa enzima
ser 50% maior em machos do que em fémeas. Miyashita e cols. (1995) demonstraram que
essas diferencas sdo independentes do status tiredideo e que a testosterona desempenha o
papel principal nessa diferenca, pois apds a castracdo dos ratos machos observou uma

queda tanto nos niveis de RNAm para D1 quanto na atividade da enzima, enquanto nas
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fémeas castradas ndo houve diferenca em relagido ao controle, e ap6s administragdo de -
estradiol também ndo houve mudanca. No mesmo trabalho, observou-se em cultura de
hepatdcitos uma resposta dose dependente para a testosterona, enquanto o [-estradiol ndo
alterou os niveis de RNAm para D1 (Bianco e cols., 2002; Miyashita e cols., 1995).

Diferentemente dos estudos com doses fisioldgicas de esterdides sexuais
masculinos, poucos estudos foram feitos sobre doses suprafisioldgicas desses hormonios, e
os existentes ndo demonstram uma coeréncia entre si sobre os resultados encontrados. Em
1993, Deyssig & Weissel demonstraram que num pequeno grupo de 5 halterofilistas que
fazia uso de esterdides anabolizantes, as concentracdes de T4 e T3 totais e TBG estavam
diminuidas em relacdo ao grupo controle, porém a concentracdo de T4 livre e os niveis de
TSH encontravam-se normais, sugerindo uma funcdo tireéidea normal, apenas com
diminui¢do da proteina carreadora TBG. Porém, a injecdo de TRH nesses individuos
demonstrou uma aumentada rea¢do do TSH ao TRH, junto a resposta diminuida no Tj total,
sugerindo uma discreta faléncia tireoideana, sem clinica detectdvel (Deyssig & Weissel,
1993; Alen e cols.,1987). As acdes dos esterdides anabolizantes sobre as proteinas
ligadoras dos HTs, também foram mostradas por Braverman e Ingbar (1967), onde a
administracdo de noretandrolona diminuiu a capacidade de ligacdo ao T4 pela TBG e
aumentou essa capacidade para a TTR, porém nessa época nao era feita a dosagem sérica
dessas proteinas e nao ficou provado se houve uma diminui¢ao da TBG ou da capacidade
de ligacdo.

Alen e cols (1987) conduziram um estudo onde sete atletas de elite foram
monitorados por doze semanas em relacdo a sua funcdo tiredidea, enquanto consumiam
quatro tipos diferentes de esterdides anabdlicos. Foi observada uma diminui¢ao no T4 e T3
totais e TBG, porém a captacdo de Tz em resina estava aumentada, e os niveis de Ty livre
estavam normais. Os niveis de TSH sérico foram maiores durante as primeiras oito
semanas, mas depois voltaram ao basal. Esses resultados levaram a conclusdo de que esses
individuos possuiam funcao tiredidea normal, pois a diminui¢do da TBG levou a valores de
captacao de Tz em resina elevados, para compensagao, e posterior diminui¢do dos niveis de
TSH.

Porém, Malarkey e col (1991) estudando atletas do sexo feminino usudrias de

esterdides anabodlicos demonstrou todos os parametros em acordo com Alen, menos os
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niveis de Ty livre e TSH que estavam no limite do normal. A média das concentracdes
séricas de TSH foi 2,5 Mu/ L, 3 vezes maiores que no grupo controle, porém o limite para
diagnéstico de hipotireoidismo sdo valores acima de 5 Mu/ L. Com os resultados obtidos
propde-se que essas atletas apresentam hipotireoidismo subclinico.

Outra varidvel envolvida nos efeitos dos esterdides anabdlicos sobre a TBG € o
quanto androgénica é a molécula utilizada, pois com a acdo das aromatases, havera
formacdo de estrogénio que possui um efeito contrdrio ao esterdides sexuais masculinos,
aumentando os niveis séricos de TBG, assim, os dois efeitos se anulariam. Isso foi
comprovado em um estudo onde foi feita a comparacgdo entre os efeitos da administracdo de
testosterona e oxandrolona na tiredide. A molécula de testosterona por ter uma
androgénicidade maior, ndo demonstrou efeitos nas concentracdes de TBG, T, total, TSH
ou indice de T4 livre. Porém, a molécula de oxandrolona por sofrer pouca aromatizagao
apresentou valores diminuidos para T, e captacido de T; em resina, levando a
hipotireoidismo ameno (Lovejoy e cols., 1995).

Devido a pouca quantidade de dados na literatura sobre a relacdo entre
superdosagem de esterdides anabolizantes e funcdo tiredidea, e somente a existéncia de
artigos utilizando como grupo experimental humanos, os quais utilizaram doses diferentes
desses hormonios entre si, além de outras drogas, o objetivo desse estudo foi avaliar o
impacto da administracdo de doses suprafisioldgicas do esterdide androgénico-anabolizante
decanoato de nandrolona sobre o eixo hipdfise-tiredide. Para isso, medimos as
concentracdes séricas dos hormonios T3, T4, € TSH em animais submetidos ao tratamento
proposto, determinamos a acdo deste esteroide na atividade da enzima tireoperoxidase, e
analisamos os efeitos de doses suprafisioldgicas desse hormonio na atividade das enzimas

desiodases tipo I hepatica, renal, hipofisaria e tireoideana.
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MATERIAIS E METODOS

1. TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar machos com 200 g de peso corporal,
mantidos em gaiolas coletivas, num méiximo de oito ratos por gaiola, sob condi¢des de
temperatura (23°C) e ciclo claro/escuro (12 h) controlados. Todos os animais tiveram dgua
e racdo oferecidos ad libitum. O grupo de animais tratados recebeu injecdes
intramusculares (gliteo médio) uma vez por semana de decanoato de nandrolona (DECA-
Durabolin, Organon) na dose de 1 mg/ 100 g p.c. durante 8 semanas (60 vezes a dose
terapéutica). Enquanto no grupo controle foi administrado veiculo (6leo de amendoim com

10% de élcool benzilico) seguindo os mesmos parametros do grupo tratado.

2. CONTROLE DO PESO CORPORAL

Durante os dois meses de experimento pesamos 0s animais, semanalmente,
utilizando uma balanca digital com variagdo de duas casas decimais (precisao de

centigramas) da marca Precision.

3. SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Ao final do tratamento, os animais foram sacrificados através de decapitacdo para

obtencdo do sangue e dos tecidos desejados.
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3.1 Coleta de sangue e excisao dos tecidos

O sangue foi coletado para, a partir de amostras do soro, realizarmos as dosagens
das concentracdes séricas de TSH, Tz e T, através do método de radioimunoensaio (RIE)
especifico. O soro foi obtido através da centrifugacdo do sangue em tubos individuais a
3000 rpm por 15 min a 4°C (centrifuga refrigerada Spin VI Incibrés), com retirada do
sobrenadante e posterior estoque no freezer -20°C em tubos eppendorf até o momento da
dosagem.

Apo6s a coleta do sangue, foi feita a excisdo dos tecidos que seriam utilizados para
dosagem posterior da atividade das enzimas tireoperoxidase e desiodase tipo 1 (D1). Foram
retirados o figado, rins, hipdfise, tiredide e coracdo. Apds a retirada, os tecidos foram
colocados em tubos com tampa de rosca e armazenados no nitrogénio liquido até o dia da
dosagem, com excecdo da tiredide, a qual foi pesada e estocada no freezer -20°C.
Subseqiiente a excisd@o dos tecidos, retiramos o tecido adiposo presente na cavidade

retroperitoneal do animal, e fizemos a pesagem do mesmo.

4. DOSAGEM DA ATIVIDADE DA TIREOPEROXIDASE PELO
METODO DE OXIDACAO DO IODETO.

Processamento da glandula tiredide

Para o isolamento da enzima tireoperoxidase (TPO) foi feito o processamento da
glandula tiredide. Cada glandula foi homogeinizada em S00uL de tampao Tris-HCI-KI 50
mM, pH 7,2, no homogeinizador Ultra-turrax T25 (Ika-Labortechnik). Apds essa etapa, o
homogeinizado foi centrifugado por 35 minutos a 46.000 rpm, 4°C (ultracentrifuga L8-80M
Beckman — rotor 70 ti). Ao final da centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em 500uL digitonina 1% (w,v — Calbiochem), vortexado e
homogeinizado com bastdo de vidro até dissolver todo o tecido. Apds 24 a 48 horas a 4°C,

foi feita a segunda centrifugacao a 46.000 rpm, 4°C por 35 minutos; ao final desta etapa, a
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TPO pseudo-solubilizada encontrava-se no sobrenadante, o qual foi transferido para um

tubo eppendorf e congelado no freezer -20°C até o dia do ensaio.

Dosagem da atividade enzimatica

A atividade da enzima tireoperoxidase foi medida através da geracdo de tri-iodeto in
vitro. Adicionamos a uma cubeta de 3 mL diferentes volumes de TPO (10 a 150uL), 11
mM de glicose, 24 mMde KI e o volume final foi ajustado para 2 Ml com tampao fosfato
de s6dio S0mM, pH 7,4. Ao adicionarmos 10uL da enzima glicose oxidase (0,1%), a reag@o
era iniciada, pois forma-se peréxido de hidrogénio a partir da glicose pela acdo da glicose
oxidase, o qual é necessario para o funcionamento da TPO, que gerara tri-iodeto utilizando
o KI como fonte de iodo. A absorbancia da amostra, que € proporcional a geracao de tri-
iodeto, foi medida utilizando-se um espectrofotometro (Hitachi — U3000) no comprimento
de onda de 353 nm. O cdlculo da atividade enzimética foi feito a partir da variacdo da
absorbancia por minuto, em fun¢do do volume de amostra utilizado, através do cdlculo da
inclinagdo da reta de regressdo demonstrada no grafico 1. A atividade especifica foi obtida
dividindo-se a atividade de oxidacdo do iodeto (Aabsss3 nm/ min) de 1 mL de TPO pela
concentracdo de proteina (mg/mL) de cada amostra, dosada pelo método de Bradford

(1976).
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Grafico 1. Medida da atividade da TPO pelo método de oxidacdo do iodeto. A atividade da
TPO foi avaliada através da equacgdo da reta de regressao linear feita a partir dos pontos
obtidos como exemplificado acima: y = a + bx, onde b € o coeficiente de inclinacdo da reta

e corresponde ao A absszsay,/ min/ puL. de TPO.
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5. RADIOIMUNOENSAIO

TSH

As medidas de TSH foram realizadas por RIE especifico, através de um Kkit
fornecido pelo National Institute of Diabetes, Digestive and Kidney Diseases (NIDDK —
Bethesda, EUA), expressos em termos da preparacdo de referéncia 2 (RP — 2). Este Kit é
composto por TSH murino purificado para preparacdo dos padrdes utilizados para a
constru¢do da curva-padrao (0,625 a 25 ng/ml), TSH murino purificado para ser iodado e
anticorpo de coelho anti-TSH murino (1° anticorpo).

A iodacdo da molécula do TSH com '*I foi feita em nosso laboratério, pelo método
da cloramina T e a molécula marcada foi purificada em uma coluna (Biogel — P60 fino da
Bio-rad, EUA). O RIE foi realizado pelo método do 2° anticorpo, com adi¢do de 6% de

polietilenoglicol (Ortiga, 1992). Os resultados foram expressos em ng/mL.

T; total, T4 total e T4 livre

As concentragdes séricas de T3 e T4 foram determinadas através de Kit comercial
para RIE de T; (DLS — 3100 Active®, TX, EUA) e T, (DLS — 3200, Active®, TX EUA)
totais ¢ T4 livre (DLS - 40100 Active®, TX, EUA), contendo anticorpos especificos
aderidos 2 parede dos tubos de polipropileno e com Ts e Ty ligados ao radiotracador (‘*°T)
com atividade especifica de 5 uCi (185 KBq). As curvas-padrao foram realizadas com Tz e
T4 diluidos em soro de rato livre de iodotironinas (soro zero) nas concentracdes de (25 a
1000 ng/dl) e (1 a 50 pg/dl), respectivamente. Todo o procedimento foi realizado seguindo-

se as recomendacdes do fornecedor.

6. ATIVIDADE DAS DESIODASES TIPO I

Para se estudar a atividade da enzima D1 utilizamos as técnicas desenvolvidas por
Henry e colaboradores (1992) que foram padronizadas no decorrer desta tese em nosso

laboratdrio. Para tanto seguimos as etapas descritas abaixo:
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Processamento dos tecidos

As amostras de figado, e rim, foram pesadas e homogeinizadas em tampao sucrose-
DTT (0,25 M de sucrose € 10 mM de DTT) (25 mg de tecido em ImL). Para as amostras de
hipéfise, duas glandulas foram processadas nesse mesmo volume de tampdo, e para
amostras de tiredide, apenas uma glandula foi utilizada. Os tecidos foram homogeneizados
no homogeneizador Ultra-turrax T25 (Ika-Labortechnik) até suficiente dissociagdo tecidual,
e apOs essa etapa foram colocados em tubos eppendorf e congelados no freezer -80°C até o
dia do ensaio. Aliquotas de 20uL dos homogenatos foram guardadas separadamente, no
freezer -20°C para dosagem de proteinas.

Purificacao do rT;-I125

Devido a ocorréncia de desiodagdo das iodotironinas marcadas mesmo sem a
presenca da enzima, antes do experimento para dosagem da atividade da D1 foi necessério
purificar o nosso tracador radioativo para termos a certeza de que todo iodo radioativo
presente apds a reacdo enzimatica advinha da acdo da enzima. Para isso, utilizamos uma
coluna de Sephadex .20 (Amersham Biosciences) (4 mLde H,O/ g de gel seco) através da
qual filtramos uma aliquota de 70uL do 3,3’,5-Triiodotironina reversa marcada
(Perkinelmer Life and Analytical Sciences) diluida em 12mL de H,O destilada.
Desprezando-se o eluato, pois o 1T; radioativo que era o composto de interesse, fica retido
na trama da coluna. Apds essa etapa, a coluna foi lavada com 6mL de H,O destilada, e ap6s
escorrer todo o liquido, foram adicionados S00uL de etanol 70% por nove vezes. O eluato
de etanol 70% com a iodotironina foi colhido em nove tubos de vidro, de onde SuL foram
retirados para contagem da radioatividade no contador gama automatico(Wizard 1470),
com o intuito de determinar a quantidade de rT; radioativo presente em cada tubo. Os trés

tubos com mais de 5.000 cpm foram guardados na geladeira ao abrigo da luz para o ensaio.
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Ensaio de atividade da D1

Para a dosagem da atividade da DI, foram adicionados a tubos eppendorf novos
nessa ordem: tampao PE (100mM fosfato de sédio, ImM EDTA, Ph 6,9) em volume
calculado para um volume total de reacao de 300uL, 30uL de dithiotreitol (DTT)(USB) 10
mM(que € um cofator da enzima), 30uL de rTs frio 10uM, e por ultimo foi adicionado o
homogenato do tecido num volume que foi calculado para obtermos uma quantidade de
proteina de 30ug para figado, rim, e tiredide, e 150ug para hipdfise. As dosagens da
concentracdo de proteina dos homogenatos, pelo método de Bradford (1976), foram feitas
apo6s incubacao da amostra por 30 minutos com NaOH 1:1. Apds adicdo dessas substancias,
a reacdo foi iniciada com a colocagdo de 50uL do rT5-1'* em todos os tubos, e posterior
incubacdo por uma hora a 37°C. Decorrido o tempo de incubagdo, os tubos foram colocados
no gelo para parar a reagdo, e foi entdo adicionado 200uL de soro fetal bovino (Cultilab,
BR) e 100uL de 4cido tri-cloro acético(TCA) 50% para a precipitagdo das proteinas. Em
seguida os tubos foram agitados vigorosamente no vortex por 2 minutos e entdo
centrifugados a 10.000 rpm por 3 minutos. Apds a centrifugacdo transferimos 360uL do
sobrenadante de cada tubo para tubos de polipropileno e medimos a emissdo de particulas y
no aparelho Wizard. A atividade da enzima foi expressa em pmoles de rTs3/ min/ mg de

proteina.

7. ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados pelo menos 4 vezes, sendo todos os dados
expressos como média * erro padrao da média.

A andlise estatistica empregada na comparacao dos resultados apresentados pelos
grupos experimentais foi realizada com a utilizagdo do programa de computador de
estatistica Graphpad Prism (versdo 4, Graphpad Software, inc., San Diego, USA).

O peso corporal, percentual de gordura retroperitoneal, concentragdes séricas de T3

e T4 total e livre e a atividade da enzima D1 dos dois grupos experimentais foram
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analisados através de teste t paramétrico, ndo pareado, sendo que os dados sobre a
concentracdo sérica de TSH e da atividade da TPO foram analizados pelo teste ndo-
paramétrico Mann-Whitney. As diferencas foram consideradas significativas quando p<

0,05.
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RESULTADOS

PESO CORPORAL E DOS TECIDOS

Os valores do peso corporal e gordura retroperitoneal dos animais encontram-se na
tabela 1. N@o foram encontradas diferengas significativas entre o grupo tratado e controle,
em relacdo ao peso corporal final, porcentagem de ganho de peso, e peso da gordura
retroperitoneal absoluto. Porém, ao dividirmos o valor absoluto da gordura retroperitoneal
pelo peso corporal, encontramos uma tendéncia a diminuicdo desses valores no grupo

tratado, quando comparado ao controle.

Tabela 1. Efeito da administracao de decanoato de nandrolona (DECA) sobre o peso

corporal e gordura retroperitoneal de ratos.

Grupos | Peso Corporal (g) Yo Gordura Retroperitoneal
Inicial Final ganho de peso Absoluta (g) Relativa (g/Kg p.c.)

Controle | 234+4,5 315+7,1 35 £2,7 4,33+0,45 1,39+ 0,11
(n=19) (n=19) (n=19) (n=17) (n=17)

Tratado | 229 +3,5  322+4,6 40 £2.5 3,70+0,23 1,16 £ 0,07
(n=18) (n=18) (n=18) (n=15) (n=15)

Os valores sao médias + EPM; n = nimero de ratos.

A tabela 2 mostra o peso dos tecidos dos animais controle e submetidos ao
tratamento, normalizados pelo peso corporal dos mesmos (em mg/100g p.c.). Nos animais
que receberam doses suprafisiologicas de DECA houve diminuicao do peso relativo dos
testiculos quando comparados aos animais controle, além disso, os animais tratados com
esse esterdide anabdlico apresentaram aumento do peso relativo do coracdo, e dos rins +
supra-renais, quando comparados aos animais controle. O peso relativo do figado e dos

pulmdes ndo modificou significativamente entre o grupo tratado e o grupo controle.
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Tabela 2. Efeito da administracio de DECA sobre o peso relativo dos tecidos

corporais de ratos.

Testiculos Figado Rins+Adrenal Pulmdes Coracdo

Controle 098+0,02 337+0,07 0,66 +0,01 0,57+0,03 0,65+0,02
(n=12) (n=13) (n=12) (n=13) (n=13)

Tratado 0,88 £0,03* 332+0,09 0,76+0,02* 0,58+0,02 0,75+0,01*
(n=13) (n=14) (n=14) (n=13) (n=13)

Os valores sao médias * EPM; n = ndmero de ratos; peso relativo expresso como peso do

tecido (mg)/ 100 g p.c. *p<0,05.

Os pesos absolutos e relativos das tiredides dos animais estudados estdo dispostos
na tabela 3. Os animais que receberam o tratamento com decanoato de nandrolona tiveram
um aumento significativo nos pesos absolutos de suas glandulas tire6ides quando
comparados aos animais que receberam apenas veiculo. Quando foi dividido o peso das
glandulas pelo peso corporal dos respectivos animais para obteng¢do do peso tiredideo
relativo, observamos também uma diferenca significativa entre o grupo tratado e o grupo

controle, estando aumentado no grupo que recebeu a droga.

Tabela 3. Efeito da administracao de DECA sobre o peso da glandula tiredide.

Absoluto (mg) Relativo (mg/ Kg p.c.)
Controle 15,35 £ 0,47 4,98 +£0,17
(n=17)
Tratado 17,88 £ 0,78 * 5,59+£0,19 *
(n=16)

Os valores sdao médias £ EPM; n = nimero de ratos; peso relativo expresso como peso da

glandula/ Kg peso corporal. * p<0,05.
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1. CONCENTRACOES SERICAS DE Tj; e T, totais, T, LIVRE E TSH

Para determinar se a administracdo de doses suprafisioldgicas de esterdides
anabolizantes tinha influéncia sobre o eixo tiredide-hipdfise, foram dosadas as
concentracdes séricas dos hormonios produzidos pela glandula tiredide, Tz e T4, e do
hormonio tireoestimulante (TSH), produzido e secretado pela adeno-hip6fise e responsavel
por estimular a funcdo tireoideana.

O tratamento com decanoato de nandrolona causou uma diminui¢do significativa
nos niveis séricos do hormoénio 3,5,3’-triiodotironina (48,25 ng/ dLt+ 2,78, N=24) em
relac@o as concentracdes desse hormodnio nos animais controle (62,33 ng/ dL* 3,44, N=16)
(figura 1).

As concentracdes séricas de tiroxina, representadas na figura 2, ndo apresentaram
diferencas significativas quando comparamos o grupo tratado (2,74 ng/ dL+ 0,14, N=29)
com o grupo controle (3,00 pg/ dL + 0,15, N=25). J4 as concentracdes séricas de Ty livre
(figura 3) foram significativamente diminuidas no grupo tratado (8,90 pg/ mL+ 0,79,
N=22), quando comparado ao grupo controle (12,22 pg/ mL+ 0,45 N=20)

Em relacdo ao TSH, houve uma diminuicdo significativa no grupo de animais que
foi submetido ao tratamento (1,09 ng/ mL+ 0,16, N=26) quando comparado ao grupo que
nao recebeu a DECA (1,30 ng/ mL+ 0,14, N=23), esses dados podem ser observados na
figura 4.

T3 (ng/ dL)

Controle Tratado

Figura 1. Efeitos da administracio de decanoato de nandrolona sobre as

concentracdes séricas de T3 total. Os valores sdo a média + EPM.
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Figura 2. Efeitos da administracdo de decanoato de nandrolona sobre as

concentracdes séricas de T4 Os valores sdo a média £ EPM.
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Figura 3. Efeitos da administracio de decanoato de nandrolona sobre as

concentracdes séricas de Ty livre | Os valores sdo a média + EPM.

Controle Tratado

Figura 4. Efeitos da administracio de DECA sobre as concentragcdes séricas de

TSH. Os valores sdo a média £ EPM.
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2. ATIVIDADE DA ENZIMA TIREOPEROXIDASE

Ap6s analizarmos as concentracdes séricas dos hormonios relacionados a tiredide,
medimos a atividade da enzima tireoperoxidase, responsavel pelas etapas de formacgdo dos
hormonios tiredideos. Os dados da atividade dessa enzima nos grupos estudados estdo
demonstrados na figura 5, onde se observa que o tratamento com o esterdide anabolizante
decanoato de nandrolona em altas concentracdes nao modificou a atividade dessa enzima,
pois ndo houve diferenca significativa entre o grupo tratado (2,43 U/ mg ptn + 0,34, n=11)

e o grupo controle (2,21 U/ mg ptn + 0,28, n=11).

3=

(U/ mg ptn)
n

Atividade TPO
—h
[

Oxidacgéao do iodeto

0-

Controle Tratado

Figura 5. Efeito da administracdo de decanoato de nandrolona sobre a atividade da

enzima tireoperoxidase. Os valores sao a média = EPM.

3. ATIVIDADE DA ENZIMA DESIODASE TIPO 1

Como grande parte do T4 é desiodado, na tiredide e perifericamente, gerando T;
para a circulagdo, a medida da atividade das iodotironinas desiodases € de grande valia no
entendimento do metabolismo dos hormdnios tiredideos.

O tratamento com decanoato de nandrolona em doses suprafisiolégicas influenciou
a atividade da enzima D1 hepadtica, como mostrado no grafico 5. Ao compararmos a
atividade dessa enzima do grupo controle (117,5 pmoles rT3/min.mg proteina + 5,32,
n=18) com a do grupo tratado (145,88 pmoles rT3/min.mg proteina =+ 10,50, N=23),

verificamos que o DECA aumenta significativamente a atividade enzimatica no figado. Do
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mesmo modo, a atividade da enzima D1 renal, mostrada no grifico 5B, apresentou-se maior
no grupo tratado com DECA (126,7 pmoles rT3/ min.mg proteina + 7,64, n=13) quando
comparado ao grupo que apenas recebeu o veiculo (91,83 pmoles rT3/ min.mg proteina +
6,62, n=13). O gréfico 5C expressa a atividade da enzima D1 tireoideana, onde o esterdide
anabdlico decanoato de nandrolona pareceu ndo exercer efeitos modulatérios, ja que ao
compararmos os resultados do grupo controle (136,2 pmoles rT3/ min.mg proteina + 14,0,
n=11) aos do grupo tratado (157,0 pmoles rT3/ min.mg proteina + 5,38, N=13), nado
obtivemos diferencas significativas entre os grupos. Na hipéfise, a atividade da mesma
enzima foi dosada, mostrando que, como na tiredide, ndo havia diferenca significativa entre
o grupo controle (5,27 pmoles r'T3/ min.mg proteina + 2,21, n=6) e o grupo tratado (4,36

pmoles rT3/ min.mg proteina + 1,89 n=7), gréfico 5D.
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Figura 5. Efeito da administragao de decanoato de nandrolona sobre a atividade da enzima

D1 hepética, renal, tireoideana e hipofisaria. Os valores sao média £ EPM. * p<0,05.
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DISCUSSAO

A utilizag¢do indiscriminada de EAA tornou-se, em todo mundo, uma preocupacao
socio-governamental, dentro e fora do cendrio esportivo (da Silva e cols., 2002).
Aproximadamente um a trés milhdes de homens e mulheres de vérias faixas etdrias e
condi¢do sdcio-econdmica diversas utilizam os esterdides anabdlicos nos Estados Unidos,
com o objetivo de melhorar a performance esportiva, ou simplesmente para fins estéticos
(Boyce, 2003). Desprezando os efeitos colaterais causados pela superdosagem dessas
substancias, esses individuos estdo sujeitos a desenvolver diversas doencas, dentre elas,
alteracdo do perfil lipidico sérico, trombose, miocardiopatias, acidentes vasculares
cerebrais, atrofia testicular, canceres de varios tecidos, dentre outras (Wu, 1997; Boyce,
2003; Shahidi, 2001). Os efeitos de altas dosagens de EAA sobre a funcdo tiredidea ainda é
um assunto controverso e pouco abordado na literatura, pois a maioria dos estudos utiliza
humanos como grupo experimental, os quais muitas vezes usam, além dos esterdides
sexuais masculinos outras substancias como o horménio do crescimento (GH), insulina, [3,-
agonistas, anfetaminas, dentre outras, e também possuem um histérico diferente de
utilizacdo dos EAA entre si (Boyce, 2003). Assim, com esse trabalho procuramos elucidar
essa vertente pouco estudada dos efeitos da superdosagem de EAA sobre a glandula
tiredide, e nossos resultados demonstraram mudangas tanto na fun¢do da glandula, quanto
na metabolizacdo periférica dos HTs.

O peso corporal final e o ganho de peso dos animais tratados ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa quando comparado ao grupo controle. Este achado
estd de acordo com o resultado encontrado por Woodiwiss e cols. (2000) e Saborido e cols.
(1993) e discorda de Joumaa & Léoty (2001) e Takahashi e cols. (2004), que observaram
uma diminui¢do do peso corporal com o tratamento com EAA. Essa discordancia entre
nossos resultados e os encontrados na literatura provavelmente provém de diferencas nas
idades dos animais e nos protocolos de tratamento utilizados.

Em relacdo ao peso absoluto e relativo da gordura retroperitoneal, encontramos uma
tendéncia a diminui¢do no grupo em que foi administrado DECA, em relacdo ao grupo

controle, refor¢cando achados prévios na literatura que descrevem acgdo lipolitica dos EAA.
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Mauras e cols. (1998) demonstraram um aumento da massa de tecido adiposo em homens
sauddveis, com deficiéncia de androgénios induzida por GnRH, , Bhasin e cols. (2001) num
estudo com homens jovens mostraram que a resposta lipolitica a testosterona era dose-
dependente.

O tratamento com DECA foi responsavel pela mudanga do peso relativo de diversos
orgaos. A significativa diminui¢do do peso relativo dos testiculos encontrado em nosso
estudo sugere uma provavel atrofia deste 6rgdo, o que poderia ser conseqiiéncia da inibi¢ao
do eixo hipotdlamo-hipédfise-testicular pela DECA, com conseqiiente inibi¢cdo do hormdnio
liberador de gonadotrofina no hipotdlamo e dos hormoénios luteinizante (LH) e foliculo
estimulante (FSH) na hipé6fise. Como as gonadotrofinas sdo responsaveis por estimular a
funcdo testicular, a queda dos niveis desses hormonios explicaria o resultado encontrado
(American Academy of Pediatrics, 1997; Shahidi, 2001; Daly e cols., 2003). O aumento do
peso relativo dos rins + adrenal no grupo tratado estd de acordo com os dados encontrados
por Takahashi e cols. (2004), que demonstraram também hemorragia parcial do tibulo
distal. Uma explicagdo para a hipertrofia desse 6rgdo ¢ uma acgdo direta do esterdide
utilizado sobre o 6rgao (Shahidi, 2001). O aumento encontrado no peso relativo do coragdo
€ um dado amplamente encontrado na literatura, podendo ser devido a hipertrofia cardiaca
decorrente do aumento de massa muscular gerada pelos EAA (Takahashi e cols., 2004;
Woodiwiss e cols., 2000). Na tire6ide, o aumento do peso absoluto e relativo nos animais
que receberam DECA deve estar associado a estimulagdo de funcdo por esse esterdides,
pois Banu e cols. (2001) demonstraram num estudo em cultura de células que a testosterona
age de maneira bifédsica sobre a proliferacdo dos tiredcitos, tendo agdo proliferativa até
certo ponto e apds o ponto de saturagao houve diminuicdo até chegar a proliferacdo basal
com altas concentracdes de testosterona.

Os animais que receberam o tratamento com doses suprafisiolégicas de DECA
apresentaram diminui¢do significativa das concentracdes séricas de Tj total, T4 livre e TSH,
sem alteracdo de T, total. Uma conhecida a¢do dos esterdides gonadais masculinos em
humanos € a supressdo da TBG, principal proteina ligadora dos HTs, fazendo com que
ocorra diminuicdo dos niveis séricos de T3 e Ty totais, sem alteracdo das formas livres
desses hormonios (Daly e cols., 2003; Deyssig e cols., 1993; Alen e cols., 1987).Como em

nosso estudo as doses administradas de DECA foram muito maiores, as agdes sobre a TBG
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podem ter sido diferentes. Assim, as diminui¢des nos niveis séricos de Tj total e T4 livre no
grupo de animais tratados sugerem uma diminui¢do da funcdo tiredidea, possivelmente
devido aos niveis diminuidos de TSH nesse grupo, pois esse hormdnio é o principal
estimulador da fungdo tire6idea. Outro importante evento que pode ter contribuido para
diminui¢do das concentragdes de T3 total no grupo tratado é a modificagdo do padrio de
metabolizacao periférica do T4. Como o figado é um importante 6rgao-alvo dos EAA, essas
substancias poderiam estar modulando positivamente a atividade de enzimas responsaveis
pela sulfatacio do Ts, as sulfotransferases, o que faz com que haja diminuicdo da
desiodacdo no anel externo da molécula de T4 e aumente a do anel interno, desviando a
formacdo de Tz para Rt; (Maglich e cols., 2004). Em relagcdo as concentragdes séricas de
TSH, nossos achados estdo de acordo com Alen e cols. (1987) que evidenciaram, em
atletas, uma diminuicdo dos niveis séricos desse hormoOnio apds tratamento com EAA,
porém os achados sobre a acdo dos esterdides sexuais masculinos sobre as concentracoes
séricas de TSH sao bastante controversos. Forbota e cols. (1987) e Corréa da Costa e cols.
(2001) demonstraram uma diferenca relacionada ao sexo, onde os animais do sexo
masculino possuiam concentracdes séricas de TSH mais altas que as fémeas, e num estudo
de Banu e cols. (2001), a gonadectomia dos animais machos resultou numa supressao dos
niveis de TSH e do receptor tireoideano para esse hormonio, que foram restaurados com a
reposicao de testosterona. Daly e cols. (2003) encontraram um aumento do TSH sérico em
individuos tratados em curto prazo com EAA, enquanto Deyssig e cols. (1993) utilizando-
se de levantadores de peso que tinham histérico de utilizacdo de EAA, ndo encontraram
nenhuma diferenca significativa nos niveis de TSH desses individuos quando comparados
ao grupo que nunca tinha utilizado esse tipo de droga, porém, apds observou concentragdes
diminuidas de TSH e T4 livre séricos nesses individuos apds injecao de TRH. Como o Tj
regula a sintese e secre¢cdo do TSH na hipéfise, e esse hormonio vem da desiodagao do Ty
pela enzima desiodase tipo II, é possivel que a atividade da D2 esteja sendo regulada
positivamente pelo DECA, aumentando a quantidade de T; intracelular hipofisdrio e
inibindo a sintese e secrecao de TSH, mesmo com T4 sérico normal.

Neste estudo, a enzima tireoperoxidase nao demonstrou ter sua atividade modulada
pelo esterdide anabdlico utilizado, porém Corréa da Costa e cols. (2001) observaram uma

maior expressdo do gene da TPO em ratos machos jovens que em fémeas, e também uma
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diminui¢do da expressdo desse gene com o envelhecimento, concluindo assim que os
esterdides gonadais masculinos poderiam estar modulando a expressdo desse gene. Além
disso, Lima (2000) demonstrou num estudo com ratos, maior atividade da enzima TPO em
machos quando comparados a fémeas. Como em nosso estudo encontramos diminui¢do do
TSH sérico nos animais tratados, e esse hormonio € o principal modulador da expressao e
atividade dessa enzima, as altas doses administradas de DECA poderiam estar aumentando
a atividade da TPO, porém, com menor estimulo do TSH houve um equilibrio, deixando a
atividade sem alteracdes significativas.

A enzima D1, responsdvel pela desiodacdo do Ts (nos anéis externo e interno),
parece ser fortemente modulada pelo DECA. O tratamento com essa droga resultou num
aumento das atividades da D1 hepética e renal, sem alteracdo da enzima tireoideana e
hipofisaria. Os resultados encontrados estdo de acordo com Miyashita e cols. (1995) e
[lisboa e cols. (2001) que demonstraram aumento de RNAm e atividade da D1 hepatica em
ratos machos quando comparados a fémeas e uma diminui¢do nesses niveis com a
castragdo, os quais retornavam ao basal com reposi¢do de testosterona, além de
demonstrarem um efeito estimulatério dose dependente desse esterdide gonadal em cultura
de células hepdticas. A atividade da D1 é modulada positivamente pelos hormonios
tiredideos, como em nosso estudo houve uma diminuicdo das concentracdes séricas de T3
total com o tratamento, sem alteracdo do T4, provavelmente, o aumento da atividade dessa

enzima hepatica e renal foi devido a uma agdo direta do esteréide anabolizante utilizado.
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CONCLUSOES PARCIAIS

Os resultados encontrados nesse estudo sugerem uma provdvel agdo direta do
DECA sobre o crescimento glandular tiredideo e a atividade das enzimas desiodases
hepdtica, renal, e tireoideana. As diminui¢des das concentragdes séricas de Ts total e Ty
livre no grupo tratado, provavelmente estdo relacionadas com a diminuicdo da funcgado
tireoideana, que parece ocorrer devido a diminui¢do sérica do TSH (que € o principal
estimulador da funcdo glandular), e em relacdo ao T3 a mudanga da via de metabolizagcdao
periférica do T4. A diminuicdo do TSH parece ter ocorrido devido a acdo central direta do
DECA, podendo ter sido ocasionada por um aumento da atividade da enzima D2,
responsdvel pelo feedback negativo, ou mesmo por uma diminuicdo da sensibilidade do
tireotrofo hipofisario ao TRH, que ja foi demonstrado na literatura por Deyssig e cols

(1993).
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PERSPECTIVAS FUTURAS

1) Prosseguiremos nosso estudo com a inclusdao de um grupo de ratos submetidos a
exercicio fisico tratados com DECA e outros apenas submetidos a exercicio, jd que os
usudrios de esterdides anabolizantes sdo praticantes desse tipo de atividade, e para
elucidar as influéncias desse tipo de estresse fisico sobre a funcdo tiredidea, ja que os
estudos sobre esse tema sdo bastante controversos.

2) Analisaremos a influéncia do tratamento com DECA sobre a tiredide em periodos
de tempo menores do que 8 semanas, no intuito de verificar se os efeitos na funcao
tiredidea também ocorrem a curto prazo.

3) Dosaremos as concentragdes séricas de rT3 dos animais estudados para concluir
se a diminui¢@o no T3 sérico nos animais tratados foi devido a aumento na conversao de
T4 arT3.

4) Dosaremos os niveis séricos dos hormodnios tiredideos e do TSH, apds
administracdo de TRH

5) Analisaremos a captacdo de iodeto pelo tiredcito nos grupos de animais
estudados, através do método de captacdo de iodo radioativo, com o objetivo de verificar
se o tratamento com DECA estaria agindo no simporter Na* / I', modificando o padrdo de
captacdo do iodeto.

6) Para melhor entender os efeitos desses esterdides sobre o feedback do eixo
hipofise-tiredide, vamos medir a atividade hipofisdria da enzima D2, ji que esta é
responsavel pela conversao intracelular de T4 a T3, o qual se liga ao receptor para inibir a
sintese de TSH. Mediremos também, a atividade dessa enzima no tecido adiposo marrom
de ratos submetidos ao protocolo de tratamento, pois esse tecido € um importante sitio de
producido de T; para a circulagcdo, em roedores.

7) Avaliaremos pelo método de PCR, a expressdao dos receptores para HTs ao
tratamento proposto, no tecidos hipofisario, hepatico, muscular esquelético e cardiaco e

adiposo marrom.
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