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APRESENTACAO



Apresentacao

Mais do que a simples utilizagdo de esterdides anabolizantes, ou seus
possiveis efeitos genotoxicos e metabdlicos, as questbes subjetivas
relacionadas ao género masculino, pouco exploradas, e muitas vezes
subestimadas pela nossa cultura, foram as razbes da idealizacdo deste
trabalho. Os motivos pelos quais um individuo encontra nos anabolizantes a
solucdo para os anseios de atender a padrdes sociais de estética e virilidade
sao suficientes para tornar o universo dessa classe de substancias digno de
maior atencdo no meio cientifico.

O desenvolvimento de um estudo para avaliar os efeitos genotdxicos
(mutegénicos e recombinogénicos) de esterdides androgénicos anabdlicos
(EAA), derivados sintéticos da testosterona, visa preencher uma importante
lacuna existente entre as poucas informacdes a respeito dessas substancias, o
indicio dos EAA terem efeitos carcinogénicos, sendo que estes apresentam
resultados negativos em testes convencionais de genotoxicidade.

Questdes como estas levam a discussdao de hipdteses, como a
possibilidade de uma acdo carcinogénica epigenética e ndo-mutagénica dos
EAA; a ineficiéncia dos testes empregados para detectar tipos especificos de
alteracoes do material genético, como a recombinacdo génica; e até mesmo de
falhas amostrais nos estudos epidemiolégicos, que relacionam a utilizagdo de
EAA com a incidéncia de cancer nos usuarios.

Os EAA \Winstrol Depot®, Hemogenin®, Deca Durabolin® e
Durateston®, utilizados na realizacdo desse trabalho, foram escolhidos
levando-se em consideracdo: informacbes obtidas em academias de
musculacdo, com profissionais da area de educacdo fisica; informacdes
médicas; dados de literatura; possibilidade de aquisicdo de EAA em farmacias
e academias de fisiculturismo; realizacdo de experimentos que permitem
avaliar comparativamente o potencial genotéxico dos mesmos; possibilidade de
correlacionar a estrutura quimica com a atividade genotéxica.

A escolha do teste para detec¢ao de mutagdo e recombinacdao somatica

(SMART) em células de asas de Drosophila melanogaster, como método



investigativo, foi devida, além de todas as suas vantagens de baixo custo,
rapidez e confiabilidade de resultados, a possibilidade da deteccao de
recombinacdées génicas somaticas. Testes tradicionais ja empregados para
avaliacao de esterdides nao detectaram efeitos genotéxicos, mas os mesmos
tém a recombinagédo génica como um “ponto cego”, ndo detectando esse tipo
especial de alteracdo genética de grande importancia na carcinogénese.
Assim, um efeito positivo, recombinogénico, detectado pelo SMART,
responderia a questao da relacdo de efeitos carcinogénicos de uma substancia
quimica, com esse tipo especifico de alteragdo genética, assim como um efeito
negativo, reforcaria a idéia de causas epigenéticas e ndo-mutagénicas.

Outra razao que favoreceu a escolha do SMART, como meio de
investigacao, foi a possibilidade de avaliar a ativagdo metabdlica dos esteréides
pelo sistema enzimatico citocromo P450, responsavel pelo metabolismo de
agentes xenobidticos, presente na D. melanogaster.

No caso especial de uma das substancias avaliadas, o Winstrol Depot®
(WIN), a informagao prévia de que seu constituinte, estanozolol, apresenta
interacdo com o citocromo P450, motivou a realizagdo de um teste
complementar onde foi verificada a interferéncia dessa interacdo na ativacao
metabdlica do uretano (URE - etilcarbamida), um agente com propriedades
mutagénicas comprovadas, que tem sua acao potencializada pela presenca do
citocromo P450. A deteccdao dessa interacao inibitéria do citocromo P450
reforca a possibilidade de agdo epigenética e ndo-mutagénica dessa
substancia quimica na carcinogénese, pois, a inibicdo do citocromo P450,
possibilitaria a acdo de eventuais xenobibdticos carcinogénicos, nao
metabolizados.

O estudo de EAA sintéticos da testosterona entra em um campo, onde
h& muito a ser explorado, e que desperta interesse em diversas areas, com
relacdes cientificas multidisciplinares, pois, nao serdo descobertas de
mecanismos de acao genotdxica, ou efeitos epigenéticos de alteracdes
metabdlicas indesejaveis, e até mesmo a confirmagdo de efeitos
carcinogénicos, que fardo reduzir o grande numero de individuos que aderem,

a cada dia, a0 uso dos anabolizantes, pois as razdes pelas quais essas



substancias sdo utilizadas envolvem relagdes complexas de auto-imagem e
questdes culturais que superam o medo e o risco de sua utilizacao.

Este trabalho, enquanto pesquisa basica, espera contribuir como
alicerce para outras descobertas sobre os anabolizantes, que oferecam formas
para minimizar seus efeitos indesejaveis e tornar seu uso mais seguro, ou
entdo, argumentos para reforcar o controle da sua comercializacdo e o
investimento em campanhas educativas para conscientizar usuarios, efetivos
ou em potencial, sobre seus riscos, uma vez que é facil julgar o que é certo ou
errado quando se olha algo apenas por um unico angulo, cartesiano e tracado
sobre verdades absolutas, inquestionaveis e imutaveis. Mas, a realidade é que
se vive um momento de crise e mudancga de paradigmas, quando chegamos a
necessidade de refletir e repensar razdes, atitudes e escolhas.

Para a apresentacdo deste trabalho, o mesmo foi dividido em trés
capitulos:

Capitulo 1 - Apresenta uma revisao geral da literatura, com informacdes sobre:
0 corpo, a sexualidade, e 0 uso de esterbdides pelo género masculino; as
caracteristicas fisico-quimicas e efeitos biol6gicos dos EAA sintéticos derivados
da testosterona, Winstrol® (WIN - estanozolol); Hemogenin® (HEM -
oximetolona); Deca Durabolin® (DEC - decanoato de nandrolona); e
Durateston® (DUR — associacao de propionato de testosterona, fenilpropionato
de testosterona, isocaproato de testosterona e decanoato de testosterona); os
sistemas enzimaticos responsaveis pelo metabolismo de agentes xenobibticos;
assim como sobre a D. melanogaster e o teste para deteccdo de mutacéao e

recombinacao somatica.

Capitulo 2 - Apresenta o manuscrito denominado “Avaliacdo genotdxica de
esterdides androgénicos anabdlicos (EAA) sintéticos derivados da testosterona
em células somaticas de Drosophila melanogaster’, a ser enviado para
publicagdo na revista cientifica Environmental and Molecular Mutagenesis, no
qual, foram avaliados os EAA Hemogenin® (HEM - oximetolona); Deca
Durabolin® (DEC - decanoato de nandrolona); e Durateston® (DUR -

associacao de propionato de testosterona, fenilppropionato de testosterona,



isocaproato de testosterona e decanoato de testosterona), por meio do teste
para deteccdo de mutacdo e recombinacao somatica (Somatic Mutation And
Recombination Test - SMART) em células de asas de D. melanogaster.

Capitulo 3 - Apresenta o manuscrito denominado “Efeitos inibidores do
estanozolol sobre acao genotoxica do etilcarbamato em células soméaticas de
Drosophila melanogaster’, a ser enviado para publicacdo na revista cientifica
Environmental and Molecular Mutagenesis, que teve como objetivo avaliar a
genotoxicidade do WIN quando administrado isoladamente, e a sua
antigenotoxicidade quando associado ao etilcarbamato (URE — uretano), por
meio do SMART de asas de D. melanogaster.



CAPITULO |

FUNDAMENTACAO TEORICA



FUNDAMENTACAO TEORICA

Corpo, sexualidade e o uso de esterdides pelo género masculino

A era moderna tem como uma de suas caracteristicas a razdao de
produtividade, observada na busca insana por uma eficiéncia sobre-humana
refletida na necessidade da obtencao de maior quantidade de resultados, em
menor espaco de tempo, que é favorecida pelo desenvolvimento da tecnologia
em todas as areas da ciéncia (Santos, 1997).

Buscando atender as exigéncias da modernidade, vivemos uma
constante busca pela superagdo de expectativas, pois, nos vemos submetidos
a constantes avaliagcdes, algumas externas, e outras (a maioria), vindas de nos
mesmos. Desta forma, o corpo e a sexualidade sdo também submetidos a
constantes provacdes, enquadrando o individuo em um padrdo definido por
Lowen (1988) como “sofisticacdo da sexualidade”.

De acordo com Gaiarsa (1986), tanto os adultos quanto as criancas
gostam muito de fazer pose quanto as suas virtudes e, de regra, tém
consciéncia muito limitada de seus préprios defeitos, buscando acreditar em
sua plena perfeigcao.

O individuo moderno, sexualmente sofisticado, busca mais atender a
uma expectativa de uma “avaliacdo” de seu corpo e de seu desempenho, a
atingir sua propria satisfacao, pois, este sim, seria seu verdadeiro sucesso. E
precisamente no medo do fracasso, por ndo corresponder as expectativas, que
o homem sexualmente sofisticado revela a presenca de culpas e aflicbes
basicas quanto a sexualidade (Lowen, 1988). Em funcdo de atender tantas
exigéncias, provoca-se ansiedade e inseguranga na vida humana. Para muitos
homens, a vida sexual € um “blefe”, pois lutam desesperadamente para manter
a imagem da infalivel “maquina masculina”, tornando a vida sexual competitiva,
voltada mais para a aparéncia e o desempenho, do que para o proprio prazer

(McCarty, 1981).



O desempenho dos papéis de género sdo estabelecidos pela sociedade,
existindo sempre uma linha, mais ou menos comum, a todos os homens e
mulheres, em termos de comportamento. As diferencas vao acontecer de
cultura para cultura ou de época para época (Costa, 1994). O mito da
masculinidade sempre existiu na histéria da humanidade, em toda sociedade
patriarcal, ndo so6 relacionado a auto-imagem corporal, como também a
virilidade (Santos, 2000).

O porqué de se comportarem assim faz parte de uma tradicdo muito
antiga, de uma visdo de mundo como completo em si mesmo, com suas
préprias regras, codigos, significados e respostas para todas as perguntas.
Certamente nao foram os homens de hoje, como individuos, que formularam a
idéia de “sexualidade masculina” tal como nés conhecemos. Os homens de
hoje nasceram numa sociedade com uma carga imensa de imperativos
culturais que, por meio da censura ou do aplauso, os adaptaram a certos
padrées de comportamento e pensamento. Diferencas situam um homem fora
do grupo de “homens” e tornam a vida dificil. Eventualmente, muitos homens
parecem perder a capacidade de distinguir entre seus proprios sentimentos e
essa ideologia violentamente reforcada que impregna a cultura. Embora estas
definicbes culturais ndo tornem os homens particularmente felizes, a maioria
sente-se compelida a continuar exercendo esse papel (Hite, 1981).

No mundo atual se vé uma valorizacdo de musculos e de for¢ca, numa
simbologia de virilidade, competéncia e de conquistas. O carro, a velocidade e
o estilo sdo novos simbolos de poder masculino, como também o dinheiro e a
casa em que ele reside. Também é importante para a auto-estima do homem,
mostrar que ainda é bastante forte seu vigor sexual (Santos, 2000).

Uma desvantagem de grande importancia na vida do homem, e que o
coloca sempre numa situacdo angustiante, € a necessidade de esconder
sentimentos e “mostrar-se forte”. O que acontece, é que o préprio conceito de
ser forte € mal compreendido. Forte, ndo é o individuo que suporta a dor sem
demonstrar seus sentimentos. Essa é, na verdade, a pessoa que nao consegue
demonstrar suas emocgdes. Forte, € quem reconhece que tem medo e que
precisa de muita coragem para enfrentar os seus fracassos. O homem insiste

na imagem que |he foi transmitida desde a infancia, de que é capaz de vencer



todos os obstaculos. Com isso, ndo consegue humanizar suas relagdes com as
pessoas, perde a oportunidade de falar de si préprio e de externar sentimentos
que lhe incomodam. Essa angustia impede que trocas afetivas importantes
sejam realizadas. O isolamento dentro de si proprio constitui o perfil tipico do
individuo que, em determinado momento da vida, comeca a ter problemas de
ordem psico-somatica, como ulcera duodenal, hipertensdo arterial, infarto ou
impoténcia sexual. O homem que ndo revela seus sentimentos e
preocupagdes, e nao descarrega suas tensdes, torna-se reprimido e
enclausurado dentro de suas emocodes (Costa, 1993).

Os homens da geracdo atual sofrem de uma baixa auto-estima,
resultante das cobrancas da sociedade e da midia para que tenham corpos
perfeitos. Esse fenbmeno é denominado de “Complexo de Adonis”, também
chamado de “bigorexia” ou “anorexia nervosa reversa”. Faz com que 0s
homens, cada vez mais, possuam uma auto-imagem distorcida de seus corpos
e sintam-se deprimidos por isso (Pope et al., 1999).

E exigido do homem um maior cuidado com a aparéncia, diante da idéia
de que, se estiver em melhor forma fisica e bem apresentavel, tera maior
chance no mercado de trabalho, mais disposicdo nas horas de lazer, maior
satisfacdo consigo proprio e, acima de tudo, maior sucesso na atracao sexual.
Com isso, busca atender ao padrdao de beleza aceito como ideal pela
sociedade. Aqueles que nado conseguem se adequar a esse padrao,
desenvolvem um sentimento de inferioridade, ficando inibidos nas iniciativas de
conquistas sexuais e profissionais, devido a baixa auto-estima (Valadares,
2001).

Mais do que nunca, os homens estdo lutando com a mesma e enorme
presséo para obter a perfeicdo fisica, a qual eram submetidas anteriormente as
mulheres. Do halterofilismo compulsivo, até o uso de esterdides, dos implantes
de cabelo até a cirurgia plastica, cada vez maior numero de homens esta
procurando satisfazer as exigéncias por musculos, pele e cabelos perfeitos,
ultrapassando a linha do interesse normal em direcdo a obsesséo patoldgica.
Esta nova obsessao com a aparéncia aflige homens de todas as idades e com

todos os tipos de vida. Em suas formas mais severas, podem criar uma



ameaca a saude tao insidiosa e mortal quanto os disturbios da alimentagéo,
como a bulimia e anorexia, para mulheres (Pope et al., 1999).

Com os movimentos feministas, a identidade feminina esta relatada,
discutida e apresentada em muitos estudos e pesquisas, em especial, desde a
década de 1960. No entanto, sé a partir da década de 1990, estudos e
publicacbes voltadas para questdes masculinas vém ganhando atencdo e
espaco (Rodrigues Jr., 1995).

Goldenberg (2005) destaca o paradoxo que o culto ao corpo gera nesta
cultura das camadas meédias urbanas. Quanto mais se impdée o ideal de
autonomia individual, mais aumenta a exigéncia de conformidade aos modelos
sociais do corpo. Considerando verdade que o corpo tenha se emancipado de
muitas de suas antigas prisbes sexuais, ele se encontra, atualmente,
submetido a novas coercbes estéticas. A obsessdo com a magreza, a
multiplicacdo das academias de musculagdo, o uso de anabolizantes, séo
apenas alguns dos exemplos que testemunham o poder de normalizagcédo (ou
padronizacao) dos modelos, um desejo maior de conformidade estética que se
choca com o ideal individualista e sua exigéncia de singularizagéo dos sujeitos.

Com o desenvolvimento de técnicas de treinamento, conhecimento
nutricional e administracdo hormonal, o culto ao corpo passou a ser
supervalorizado e, uma de suas conseqliéncias, € um padrao estético baseado
no desenvolvimento muscular. Sobretudo, em paises de clima tropical, como o
nosso, onde o corpo fica mais a mostra, esse culto é ainda mais exacerbado,
se expressando na possibilidade de desenvolver ao maximo o potencial da
massa muscular como padrdo de beleza. A idéia de que um individuo forte é
um individuo saudavel, ultrapassou a esfera do bom senso e mascarou as
consequéncias do uso de esterdides anabolizantes, e seu emprego passou a
ter um carater totalmente secundario ao objetivo principal de obter musculos
(Neves et al., 2005).

Em casos mais graves de distorcdo da auto-imagem, temos a dismorfia
muscular, um subtipo do transtorno corporal que ocorre principalmente em
homens que, apesar da grande hipertrofia muscular, consideram-se pequenos
e fracos. E um quadro ainda pouco estudado, mas que parece ser prevalente

entre individuos do sexo masculino. Sua génese pode ser parcialmente
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explicada por fatores ambientais como uma crescente pressao exercida em
grande parte pela midia para que os homens tenham um corpo forte e
musculoso, acarretando um aumento na incidéncia do transtorno. A dismorfia
muscular estd associada a sofrimento e danos em varias areas de
funcionamento do individuo, com prejuizos sociais, ocupacionais e recreativos,
além de sua presenca aumentar o risco de uso de esterbides anabolizantes.
Apesar de seu tratamento ainda nao estar definido, é importante que o quadro
seja identificado e que as diretrizes terapéuticas atualmente disponiveis sejam
aplicadas (Assungéo, 2002).

Diante dessa crescente valorizagdo do corpo nas sociedades de
consumo poés-industriais, exibida nos meios de comunicacdo de massa, um
namero crescente de jovens e adolescentes também se envolve com o uso de
esterdides anabolizantes, na intengcdo de desenvolver rapidamente massa
muscular, como uma tentativa precoce de uma identidade de destaque em
seus grupos (Coutrine, 1995).

O consumo dessas substancias, especialmente entre jovens atletas, tem
sido registrado com freqiéncia ascendente em varios paises (Perry et al,
1992; Nilson, 1995; Scott et al., 1996; Lise et al., 1999). Nos Estados Unidos,
um estudo populacional estimou em mais de um milhdo o nimero de usuarios
de anabolizantes (Yesalis et al., 1993).

Tricker et al. (1989) estabeleceram um perfil de usudarios e nao-usuarios
de esterdides anabolizantes nos estados do Kansas e Missouri (EUA),
detectando 54% de usuarios entre o publico fisiculturista do género masculino
e, 10%, do feminino. Em relatério do National Institute on Drug Abuse (NIDA) é
informado um aumento de 50% entre os estudantes de cursos secundarios
(high school) que utilizam estas substancias em um tempo de quatro anos. O
aumento do uso de suplementos alimentares e anabolizantes levou o governo
norte-americano a langcar uma campanha nacional para alertar os jovens dos
perigos associados a sua utilizacao (Durant et al., 1993; Yesalis et al., 1997).

No Brasil, estudos que abordam o uso de anabolizantes sdo escassos,
nao existindo dados epidemiolégicos que indiqguem a extensdo do consumo
dessas substancias. Alguns indicios, no entanto, sugerem que o0 uso de

anabolizantes é crescente entre os jovens e adolescentes pertencentes as
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diferentes classes sociais, podendo representar, em breve, um importante
problema de saude publica (Manetta e Silveira, 2000; Araujo et al., 2002; Silva
et al., 2002; Souza e Fisberg, 2002; Silva et al., 2003; De Micheli e Formigoni,
2004; Carreira Filho e Martins Filho, 2005; Neves et al., 2005; Dal Pizzol Tda et
al., 2006; Lucas et al., 2006).

Outra questao importante dentro do género masculino € a necessidade
de manter-se jovem, além da aparéncia forte e saudavel, ainda com as
atividades mentais, fisicas e sexuais inalteradas. O processo de
envelhecimento do homem ¢é associado com o declinio progressivo na
producédo androgénica. S6é recentemente, no entanto, um significativo interesse
foi desenvolvido em torno da importancia do problema, que é conhecido como
climatério masculino, andropausa, declinio androgénico no homem que
envelhece, ou, mais apropriadamente, deficiéncia androgénica no
envelhecimento masculino (Cairoli, 2004).

O termo “andropausa”, embora biologicamente inoportuno e nao muito
bem definido, representa transformacodes fisicas e emocionais que, mesmo
relacionadas ao envelhecimento em geral, estdo associadas principalmente a
uma significante alteragdo hormonal (Morales et al., 2004).

Diante de uma condicdo controversa e pouco conhecida, diversos
estudos procuram por dados contundentes na busca de uma base sélida para a
discussdao de questdes relacionadas a andropausa. Consequiéncias da
deficiéncia de testosterona parecem ser mais salientes em termos fisicos que
psicolégicos, quando testadas cientificamente. Tratando-se especificamente de
terapia de reposicao hormonal, ainda se procura o androgénio ideal, especifico
para 6rgaos alvo e sem efeitos direcionados a outras fungdes fisiolégicas. O
papel dos niveis de testosterona ¢é primordialmente importante na
caracterizacdo do quadro de andropausa, porém, 0s sinais e sintomas do
envelhecimento s&o de origem multifatorial (Molle et al., 2004).

Na maioria das vezes, ndo se verifica no sexo masculino um declinio
abrupto das fun¢des gonadais, como ocorre no sexo feminino. No homem, com
o passar do tempo, ocorre progressiva reducao da atividade sexual, diminuicao
da libido, diminuicdo da forca e massa muscular. Nao se afigura como

completamente benéfica a terapéutica com suplementacdo androgénica em
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homens idosos, ainda mais na eminéncia de possiveis relacées entre os
androgénios e o cancer de préstata (Silva, 2006).

A testosterona € ha muito conhecida pelos seus efeitos anabolizantes,
no entanto, ndo se sabe se o0 declinio da forca e massa muscular esta
relacionado a queda paralela de testosterona no envelhecimento. Por outro
lado, sabe-se que a reposicdo hormonal com testosterona provocara uma
melhora tanto na forca muscular e na massa éssea (Cairoli, 2004).

A utilizacdo de esterdides derivados de testosterona pode resolver
também o problema da diminuicdo da libido, mas, ndo ha comprovagdes de
gue solucione problemas de disfuncdo ou impoténcia erétil, devido justamente
as multiplas origens das disfuncdes da erecéao (Molle et al., 2004).

Disturbios enddcrinos correspondem a cerca de 3% a 5% dos casos de
disfuncao erétil. Na maioria dos casos, o disturbio hormonal guarda relacao
com a baixa dosagem de testosterona no sangue (hipogonadismo), ocasionada
geralmente por condi¢gdes morbidas. Um tema muito controverso atualmente é
a diminuicdo dos niveis sanguineos da testosterona em homens acima de 50
anos, sem doencga enddcrina detectavel, sendo um fendmeno que se manifesta
em aproximadamente 15% dos individuos do género masculino. A Indicacao do
tratamento com reposigdo hormonal tem sido motivo de discussao e

controvérsias em congressos e publicagdes médicas (Gromatzky, 2000).

Testosterona e seus derivados sintéticos

Nos humanos, a testosterona constitui o androgénio mais importante
secretado pelo testiculo. No homem sao produzidos diariamente 8,0 mg de
testosterona, sendo aproximadamente 95% sintetizada pelas células de Leydig,
nos testiculos, e 5% pelas supra-renais. Os niveis plasmaticos de testosterona
no homem sdo em torno de 0,6 pg/dL apdés a puberdade e, geralmente,
declinando depois dos 50 anos de idade do individuo (Katzung, 2006).
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No periodo embrionario, a partir da oitava ou nona semana, as células
de Leydig fetais produzem testosterona, que estabiliza os ductos de Wolff,
permitindo sua diferenciacdo em epididimos, canais deferentes, vesiculas
seminais e ductos ejaculatérios. A testosterona & convertida pela enzima 5a-
reductase tipo 2 em diidrotestosterona, que viriliza os rudimentos genitais
externos entre a nona e a décima segunda semana de gestacao (Maciel-
Guerra e Guerra Junior, 2002).

Nos tecidos, a diidrotestosterona constitui o principal androgénio ativo. A
conversdo da testosterona em estradiol pela aromatase P450 também ocorre
em alguns tecidos, incluindo o tecido adiposo, o figado e o hipotdlamo, onde
pode ser importante na regulacao gonadal (Katzung, 2006).

Os hormbnios sdo, em varios casos, substancias que ativam a
transcricdo de genes especificos. No caso dos esterdides, devido a sua
natureza lipidica, podem penetrar na célula por lipossolubilidade e se
associarem aos receptores no nucleo. Estas moléculas podem se ligar ao DNA
em regides promotoras e acentuadoras de transcricido (Mottran e George,
2000).

A partir do progressivo entendimento da regulagéo da biossintese e da
secrecao dos andrégenos, bem como de seus efeitos, teve lugar a aplicacao
terapéutica destas substancias. Inicialmente, nos tratamentos de diferentes
estados hipogonadais masculinos, e, por extensdo, na oligospermia. Em
seguida, surgiu sua utilizacdo como anabolizante para o sexo masculino e, com
uma procura nao tao expressiva, pelo publico feminino. Mais recentemente,
como consequéncia do melhor conhecimento das modificagbes na
espermatogénese sob acdo androgénica, admite-se a especulacdo e a
pesquisa em torno da hipotese de sua utilizacdo como anticoncepcional
masculino (Silva, 2006).

Em 1888, foram realizados experimentos onde extratos de testiculos de
animais eram injetados em caes e humanos, promovendo um aumento de forca
muscular, apetite e funcionamento do trato intestinal, mas sé em 1920
intensificou-se a pesquisa com hormbénios e 0s mecanismos de acao e
regulacdo do sistema enddécrino. Os esterdides anabolizantes foram

desenvolvidos primeiramente da década de 1930, onde cientistas alemaes
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utilizavam em cées e em seus proprios soldados na segunda guerra mundial,
sendo acusados de desenvolver pesquisas com humanos prisioneiros para o
desenvolvimento dos anabolizantes. Muitos resultados destes experimentos se
perderam por nunca terem sido publicados, havendo relatos de que
anabolizantes eram administrados aos soldados para aumentar a
agressividade das tropas. Na década de 1950, atletas russos e europeus
passaram a fazer uso de esterbides, considerando os beneficios que estes
proporcionavam em competicbes e, uma década mais tarde, os esterdides
estavam disponiveis no mercado (Santos, 2003).

Os esterbides anabdlico-androgénicos, comumente chamados de
anabolizantes, sdo substancias derivadas sintéticas do horménio masculino
testosterona, geralmente extraido de testiculos de bovinos e modificadas em
laboratério. Esta substancia promove o anabolismo protéico, um aumento da
sintese de proteinas no organismo, que associada a exercicios fisicos,
aumenta a forca e a massa muscular, mudando a aparéncia do corpo sem
grandes esfor¢cos. Em doses altas, os anabolizantes aumentam o metabolismo
basal, 0 niumero de hemacias e a capacidade respiratoria. Estas alteracoes
provocam ainda uma reducao da taxa de gordura corporal (Muniz et al., 1997;
Iriart e Andrade, 2002).

Os esterbides anabdlico-androgénicos sao originados de trés tipos de
alteragcbes na molécula de testosterona para minimizar ou excluir o
metabolismo hepatico destas substancias quimicas, sendo que estas
alteracoes também definem as classes de anabolizantes (Mottran e George,
2000). A estrutura basica da testosterona com os tipos de modificacdes que a
mesma pode sofrer na sintese dos diferentes tipos de esterbides esta
representada na Figura 1.1.

As modificagdes na molécula objetivam alterar suas propriedades,
aumentando a acao anabdlica (sintese protéica) em relacdo aos efeitos
androgénicos (acentuacdo dos caracteres sexuais masculinos secundarios)
deste horménio (Muniz et al., 1997; Kimtz et al., 1999; Mottram e George, 2000;
Santos, 2003; Neves et al., 2005).
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(tipo C — em qualquer um destas posi¢oes)

Figura 1.1 — Estrutura comum a maioria dos esteréides derivados sintéticos da
testosterona, com indicacdo das posi¢ées na molécula onde se encontram os
tipos de variagcbes (A, B e C) das diferentes classes de esterdides
anabolizantes (adaptado de Mottram e George, 2000).

As modificacdes na molécula de testosterona podem ser diferenciadas

em grupos:

e Classe A — esterdides produzidos via esterificacdo do grupo 17pB-
hidroxil, como o propionato, fenilpropionato, cipionato e enantato de
testosterona. Estes derivados androgénicos sdo mais sollveis em
veiculo lipidico, utilizado para injecbes. A testosterona, quando injetada
em uma solucao de oOleo, é rapidamente absorvida, metabolizada e
excretada.

e Classe B - analogos alquilados na posicado 17a, como a

metiltestosterona.
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e Classe C — sao anabolizantes produzidos por diferentes alteracées em
qualquer posicdo nos anéis de sua estrutura (ex. estanozolol e

oximetolona).

As classes B e C sado mais utilizadas em preparagdes via oral.
Apresentam boa absorcao e excrecao rapida, porém, maior toxicidade hepatica
que os injetaveis (Lise et al., 1999; Mottran e George, 2000; Santos, 2003).

Winstrol Depot® (WIN), apresentado como solucdo injetavel, em
ampolas de 1 mL contendo 50 mg de estanozolol (CAS 10418-03-8), distribuido
pelo Laboratério Zambon S.A. (Barcelona, Espanha). E um derivado sintético
do horménio testosterona, indicado no tratamento de angioedema hereditario,
para diminuir a freqiéncia e a severidade das crises (Sanofi-Synthelabo, 1999)
e também para o tratamento de anemias (Reynolds e Prasad apud Rendic e
Ruf, 1988), asma, artrite reumatéide, anorexia, fraturas de lenta consolidagao,
queimaduras extensas e periodos pré e pés-operatério. E considerado um
esterdide de efeito androgénico e efeitos colaterais relativamente baixos. Em
doses altas, pode causar danos ao figado (Santos, 2003). Sua férmula
estrutural é apresentada na Figura 1.2A.

Hemogenin® (HEM), apresentado na forma de comprimidos contendo
50 mg de oximetolona (CAS 434-07-1), distribuido pela Aventis Pharma Ltda.
(Suzano — SP, Brasil). E um esteréide de uso oral, indicado para o tratamento
de anemias causadas pela producao deficiente de eritrécitos e mielofibrose
(Lima, 2004). E um forte anabolizante, mas com acdo androgénica alta,
comparada a testosterona. Proporciona rapido ganho de forca e massa
muscular, mas, é téxico ao figado, causa retencdo de liquidos, aumento de
pressao arterial, acne, ginecomastia, problemas estomacais e calvicie, devido a
elevacdo dos niveis de diidrotestosterona (Santos, 2003). Sua foérmula
estrutural é apresentada na Figura 1.2B.

Deca Durabolin® (DEC), apresentado como solugdo injetavel, em
ampolas de 1 mL contendo 50 mg de decanoato de nandrolona (CAS 360-70-
03), distribuido pelo Laboratério Organon (Sdo Paulo — SP, Brasil). E indicado
como coadjuvante para terapias especificas e medidas dietéticas, em
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condicoes patoldgicas caracterizadas por balango de nitrogénio negativo, como
doencas debilitantes crdnicas, terapias prolongadas com glicocorticdides e
apdés grandes cirurgias, traumas e osteoporose. Em mulheres, apresenta
efeitos de virilizagdo, aumento da libido, aumento de pélos pubianos, hipertrofia
clitoriana e amenoréia; para pré-puberes do sexo masculino, aumento falico e
da freqUéncia de erecdes, inibicdo da espermatogénese; fechamento epifisario
prematuro e retencdo de agua e sais (Lima, 2004). E o esteréide mais utilizado,
com efeitos androgénicos e anabdlicos, muitas vezes administrado em
associacdo com outras substancias quimicas (Santos, 2003). Sua férmula
estrutural é apresentada na Figura 1.2C.

Durateston® (DUR), apresentado como solugdo injetavel, em ampolas
de 1 mL, distribuido pelo Laboratério Organon (Sdo Paulo — SP, Brasil).
Combina a acédo de quatro compostos derivados por esterificagdo do grupo
17B-hidroxil da testosterona: propionato de testosterona, 30 mg (CAS 57-85-2);
fenilpropionato de testosterona, 60 mg (CAS 1255-49-8); isocaproato de
testosterona, 60mg (CAS 15262-86-9); e decanoato de testosterona, 100 mg
(CAS 5721-91-5). E utilizado para reposicdo da testosterona em distdrbios
hipogonadais no homem, como ap6s castracdo, eunucoidismo,
hipopituitarismo, impoténcia enddcrina, sintomas do climatério masculino
(diminuicdo da libido e decréscimo da atividade mental e fisica), infertilidade
devido a disturbios da espermatogénese e osteoporose por origem deficitaria
de andrégenos (Lima, 2004). Apresenta agao imediata e por tempo prolongado
em ganho de massa muscular e forga (Santos, 2004). As férmulas estruturais
dos quatro compostos presentes nesta substancia sdo apresentadas na Figura
1.3.
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Figura 1.2. Estruturas quimicas dos esterdides anabdlico-androgénicos (EAA)

Estanozolol (Winstrol Depot® — WIN) (A); Oximetolona (Hemogenin® — HEM)
(B); Decanoato de nandrolona (Deca Durabolin® — DEC) (C).
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(B) Fenilpropionato de testosterona
(CAS: 1255-49-8)

(D) Decanoato de testosterona
(CAS: 5721-91-5)

Figura 1.3. Estruturas quimicas dos esterdides anabdlico-androgénicos (EAA)

constituintes do Durateston®
Fenilpropionato de

Decanoato de testosterona (D).

testosterona

Propionato de testosterona (A);

Isocaproato de testosterona (C);
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A Comissdo Médica do Comité Olimpico Internacional considera os
esterdides anabolizantes como agentes de doping e proibe seu uso dentro do
atletismo, havendo controle e punicdo severa de atletas que fazem uso de
qualquer anabolizante para melhorar sua performance (Rendic e Ruf, 1988;
Huenerbein et al., 2003).

De acordo com o National Institute on Drug Abuse (NIDA, 2007), séo
desenvolvidos nos Estados Unidos da América do Norte (USA) mais de 100
tipos de esterdides anabolizantes, que requerem prescricao médica para serem
usados legalmente, mas ndo ha estimativas de quantidade e controle de uso e
producdo, quando estes sdo sintetizados ilegalmente em laboratérios
clandestinos.

Entre os fisiculturistas, a principal razdo do uso de esterdides
anabolizantes esta relacionada ao fato de que estas substancias séao
importantes para vencerem competicdes e, ainda, € motivada por dados
consistentes de relatérios de ganhos significativos de for¢ca e musculatura pelos
usuarios (Tricker et al.,1989).

Estudos indicam que o aumento mais significativo da massa muscular e
da forga, durante a administragdo de esterdides anabolizantes sdo observadas
apenas em atletas que realizam trabalho de treinamento intensivo, com
continuidade, e mantendo ainda uma dieta hiper-calérica e rica em proteinas e
aminodcidos (Kibble e Ross, 1987).

O uso inadequado de anabolizantes pode causar sérios prejuizos a
saude, como problemas cardiacos, hipertensao arterial, disturbios psicoldgicos
provocados pelo aumento da agressividade, complicacdes hepaticas e reducao
dos hormébnios sexuais. No homem, pode haver diminuicdo da producao de
espermatozoides, além da atrofia dos testiculos e aumento das mamas
(ginecomastia). As mulheres podem apresentar aumento do clitéris e
crescimento excessivo de pélos (Mottran e George, 2000; Katzung, 2006; Silva,
2006).

Inigo et al. (2000) descrevem diversas formas de utilizacdo dos
esterdides anabolizantes por esportistas e, ainda, efeitos colaterais relatados
ou apresentados pelos atletas usuarios. As formas de administracado combinam
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diversos tipos de substancias em doses elevadas, ocorrendo em periodos
denominados como “ciclos”.

A lista dos prejuizos é extensa e incompleta, porque, como nao ha
controle, os jovens e atletas, no anonimato, usam doses excessivas e com
diversas associagcbes de anabolizantes, assim, dificultando a identificacdo de
efeitos colaterais que podem ainda surgir com o tempo de uso (Muniz et al.,
1997).

Iriart e Andrade (2002) descrevem a falta de informagdes sobre a
extensdo dos danos a saude, decorrentes do uso de anabolizantes por parte
dos usuarios, mostrando que, para muitos, o desejo de desenvolver massa
muscular e alcancar o corpo ideal se sobrepde ao risco de efeitos colaterais.
De modo geral, a pouca informacao desses usuarios sobre esses produtos,
suas propriedades farmacolégicas e efeitos colaterais, sdo oriundas da
experiéncia pessoal, da observagao dos usuarios das academias e dos relatos
de casos vivenciados por amigos ou conhecidos. Sintomas menores e
temporarios, tais como, cefaléia, nduseas, tonturas, irritabilidade, acne, febre e
aumento dos pélos corporais, com o tempo, sdo considerados “normais” pelos
usudrios de anabolizantes, ndo transparecendo preocupagdes com 0s
possiveis efeitos em longo prazo que o uso continuo dessas substancias possa
produzir.

Alguns estudos discutem uma possivel relagdo causa-consequiéncia da
utilizacao de horménios sexuais (estradiol, testosterona e seus derivados) com
a ocorréncia de alguns tipos de tumores, especialmente de figado e préstata
em humanos, e em experimentos com animais (Carrasco et al.,, 1985; Taylor,
1987; Anthony, 1988; Froehner et al., 1999; Socas et al., 2005; Bosland, 2006;
Giannitrapani et al., 2006; Ricke et al., 2006; Gorayski, et al., 2007), a0 mesmo
tempo em que estes horménios ndo apresentaram potencial mutagénico em
testes com Salmonella/microssoma e linhagens de células V79 de hamster
chinés (Lang e Redmann, 1979; Lang e Reimann, 1993) e testes de aberracdes
cromossémicas em linfécitos humanos e micronucleo em medula éssea de
camundongos (Reimann et al, 1996), sugerindo um efeito carcinogénico
destas substancias quimicas por acao epigenética e ndo-genotéxica.
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Resultados nédo genotdxicos também foram encontrados para o
anabolizante Hemogenin® (HEM), oximetolona, por meio do teste de troca
entre cromatides irmas em linfécitos humanos (Ahmad et al., 2003); e por
Holden et al. (1999) em ensaios com microrganismos e com células de
mamiferos (aberragbes cromossémicas em linfécitos humanos in vitro, teste de

microndcleo em eritrécitos de sangue periférico de roedores).

Citocromo P450 e o metabolismo de agentes xenobiéticos

A exposicao didria a uma grande variedade de agentes xenobidticos
(compostos estranhos ao organismo) pode ser inadvertida, acidental, e as
vezes inevitavel, levando a absorcdo nao intencional e inconsciente destes,
através dos pulmbes e pele, ou ingestdo, como o que acontece com
contaminantes presentes nos alimentos e na agua. Por outro lado, a exposicao
pode ser deliberada e consciente, como acontece, por exemplo, na forma de
medicamentos, com fins terapéuticos ou ndo. Alguns agentes xenobidticos sdo
inofensivos, outros, porém, podem provocar respostas biolégicas de natureza
farmacoldgica ou téxica. Essas respostas biolégicas geralmente dependem da
conversdo da substancia absorvida em um metabdlito ativo ou ndo, com a
finalidade principal de ser eliminada (Oshima-Franco e Franco, 2003).

A biotransformacado de agentes xenobibticos ocorre no interior das
células, promovida por enzimas que modificam estas substancias, geralmente
lipossoluveis, em estruturas polares, soluveis em agua e de facil eliminagcao
(Meyer, 1996). As reacdes de biotransformacédo ocorrem por meio de enzimas
em varios tecidos do organismo (sangue, rins, pulmdes, pele, tecido nervoso,
intestino delgado e figado), mas, € principalmente no figado, que encontramos
a maior expressao dessas enzimas (Watkins, 1992).

A maioria dos xenobidticos atinge o organismo através da via
gastrointestinal e, neste sentido, o figado é o principal 6érgao de

biotransformacao devido a sua posicdo, suprimento de sangue e funcéo. As
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enzimas envolvidas na biotransformagédo estdo localizadas principalmente no
reticulo endoplasmatico liso e no citosol das células hepaticas, em numero
menor, estdo presentes ainda nas mitocondrias € em outras organelas
(Oshima-Franco e Franco, 2003).

As enzimas citocromo P450 formam uma grande familia de
hemoproteinas envolvidas especialmente no metabolismo de substancias
quimicas (agentes xenobidticos), como também na biossintese de lipideos,
esterdides, vitaminas e outros metabdlitos naturais das células (Chefson e
Auclair, 2006), sendo essenciais para todo organismo vivo, tanto procarioto
quanto eucarioto (Nebert e Gonzalez, 1987; Nebert et al., 1989).

A familia de genes do citocromo P450 diversificou-se desde sua origem,
ha mais 3,5 bilhées de anos, para adaptar-se ao metabolismo de um namero
crescente de substadncias quimicas ambientais, toxinas alimentares e
substancias quimicas ingeridas diariamente (Benet e Scheiner, 1987).

O componente primordial desse complexo enzimatico é o citocromo
P450, monoxigenase que apresenta um nucleo pirrélico com atomo de ferro,
semelhante a hemoglobina, sendo, por esse motivo, considerada uma
hemoproteina. Os outros componentes do sistema microssomal hepatico sédo
trés flavoproteinas (NADPH-citocromo P450 redutase, NADH-citocromo b5-
redutase e N-oxidade), responsaveis pela transferéncia de elétrons, e outra
hemoproteina, o citocromo b5 (Oga, 2003).

O sistema enzimatico citocromo P450 pode ser isolado a partir de
sequéncias de homogeneizacédo e ultracentrifugacdo de tecido hepatico, que
levam a fragmentacdo e re-selamento do reticulo endoplasmatico liso, em
vesiculas que mantém suas caracteristicas, denominadas microssomas.
Enzimas desidrogenases, esterases, amidases e transferases sdo encontratas
na fracdo soluvel (citoplasmatica) e monoamino oxidases, na fracéo
mitocondrial (Oshima-Franco e Franco, 2003).

Algumas substancias sdo capazes de se ligar ao o P450, como € o caso
do estanozolol, derivado sintético de testosterona, que tem a propriedade de
interagir com o citocromo P450 formando um complexo com alta afinidade de
ligacdo (Rendic e Ruf, 1988), sendo que essa interacdo inibe a acao

metabdlica do citocromo P450 (Nakajin et al., 1989).
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As consequiéncias da inibicdo correspondem a menor velocidade de
biotransformagcdo, aumento dos niveis do agente xenobi6tico no organismo,
aumento dos efeitos farmacolégicos, e maior toxicidade da substancia quimica
(Benet e Scheiner, 1987).

Os agentes xenobidticos podem, na biotransformacdo, tanto ser
inativados, quanto gerar metabdlitos com atividade aumentada, ou com efeitos
toxicos, mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos (Oshima-Franco e
Franco, 2003), como é o caso do uretano (URE — etilcarbamato), um agente
genotdoxico que tem sua acdo potencializada pelo metabolismo do P450
(Frélich e Wargler, 1990; Graf e van Scheik, 1992; Abraham e Graf, 1996;
Dogan et al., 2005).

Alteracoes genéticas e a carcinogénese

No decorrer da vida, o material genético sofre alteragdes denominadas
de mutagdes, que podem ser causadas por erros durante a duplicacdo do DNA.
As mutagbes ocorrem em todo ser vivo, sendo um processo fundamental para
a evolucdo e diversidade das espécies, mas, na maioria dos casos, as
mutacdes podem nao ser percebidas, ou por ndo causarem modificacoes
detectaveis na atividade metabdlica, ou por determinar a morte celular. Desta
forma, apenas um pequeno numero de mutagbes que ocorrem em genes
especificos pode ser detectado, determinando assim, vantagens para o
organismo ou entdo um crescimento desordenado de células (Ribeiro e
Marques, 2003).

As alteracbes genéticas e a carcinogénese estao estreitamente
associadas, porque ambas representam alteragcbes em uma unica célula,
permanentes e herdaveis pelas células filhas. Por isso, os testes de
mutagenicidade sdo recomendados para pré-selecdo de agentes quimicos a
serem avaliados quanto ao seu potencial carcinogénico (Rabelo-Gay et al,,
1991).
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Os agentes mutagénicos aceleram o aparecimento de mutacoes e estao
relacionados ao aparecimento das neoplasias. Apds passar por varias divisées,
uma célula pode acumular mutagdes que, se em numero elevado, poderao
determinar o aparecimento do cancer (Ribeiro e Marques, 2003).

Os tumores surgem através de um processo de multiplas etapas no qual
ocorrem as mutacdes herdadas (derivadas de células germinativas) e
mutacdes somaticas de genes celulares, seguidas de uma selecéo clonal da
progénie variante com propriedades de crescimento mais robustas e
agressivas. A grande maioria das mutagdes que contribuem para o
desenvolvimento e comportamento das células tumorais sdo mutacdes
somaticas que surgem durante o desenvolvimento do tumor e estdo presentes
apenas nas células neoplasicas do paciente. Uma pequena fragao de todas as
mutagdes que ocorrem no cancer pode ser constitucional, estando, dessa
forma, presentes em todas as células somaticas dos individuos afetados; tais
mutacdes podem nao apenas predispor o individuo ao cancer, como também
ser passadas para as geracoes futuras (Ojopi e Dias Neto, 2002).

As causas de um tumor sdo variadas, podendo ser enddgenas ou
exogenas, estando, no entanto, inter-relacionadas. As causas exdgenas
relacionam-se ao ambiente, sdo agentes normalmente presentes no meio (luz
solar, radiacdes ionizantes ou agentes quimicos) e aos habitos ou costumes
sécio-culturais associados ao estilo de vida e qualidade da dieta, enquanto, as
causas enddgenas, sao geneticamente pré-determinadas e estdo ligadas a
capacidade do organismo se defender das agressbes externas ou a pré-
disposicédo ao desenvolvimento da neoplasia. Esses fatores podem se interagir
de varias formas, aumentando a probabilidade de transformagdes malignas nas
células normais (Setlow, 2001; Ribeiro e Marques, 2003).

A maioria das alteracb6es genéticas mais importantes no cancer ocorrem
nos genes que controlam a proliferacdo celular (proto-oncogenes e genes
supressores tumorais), resultando em um crescimento descontrolado
caracteristico da célula maligna. Além disso, h& ainda o envolvimento de genes
associados ao processo de reparo de danos no DNA, os quais, quando

inativos, podem elevar a taxa de mutacdo das células, causando,
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eventualmente, a alteracdo de genes importantes na carcinogénese (Ojopi e
Dias Neto, 2002).

A genética toxicolégica tem centrado suas investigacées no uso de
diferentes bioensaios capazes de detectar mutacbes pontuais, aberracdes
cromossémicas e eventos aneuploidogénicos. Ainda que a alta correlagao
entre estas lesdes e o desenvolvimento do processo carcinogénico seja um
fato iquestionavel, permanecem as consideracdes sobre a existéncia de
carcinégenos destituidos de atividade mutagénica, seja ela génica ou
cromossémica (Richard, 1994 apud Andrade e Lehmann, 2003).

Novos sistemas de testes foram desenvolvidos para a deteccdo de um
parametro especial de alteracdo genética, a recombinacdo mitética. Alguns
agentes recombinogénicos podem estar envolvidos diretamente com a
carcinogénese (Andrade e Lehmann, 2003).

O principal argumento que reforga a participacdo da recombinacao entre
homélogos como um dos fatores preponderantes no processo carcinogénico €
a demonstracdo de que a recombinagcdo homoéloga é o mecanismo que mais
contribui para a perda da heterozigoze em células somaticas (Bishop e
Schiestl, 2000 apud Andrade e Lehmann, 2003).

A perda da heterozigose pode levar a espressdo de genes mutantes,
antes mascarados pelo alelo selvagem (Gusman-Rincon e Graf, 1995). Assim
sendo, as recombinagbes somaticas apresentam um papel iniciador na
carcinogénese envolvidas em etapas secundarias e subseqlentes, onde
mutag¢des oncogénicas recessivas sao reveladas (Bishop e Schiestl, 2002).

Teste para deteccao de Mutacao e Recombinacao Somatica (SMART)

O teste para deteccdo de mutagdo e recombinacao somatica ("Somatic
Mutation And Recombination Test" - SMART) em células de asas de Drosophila
melanogaster foi desenvolvido por Graf et al. (1984), sendo considerado um
teste rapido, barato e que produz resultados confiaveis, inequivocos e
altamente reproduziveis. A D. melanogaster apresenta, ainda, as vantagens de

ter um curto periodo de geracdo, o que possibilita a rapidez do teste; um
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pequeno numero de cromossomos; linhagens muito bem caracterizadas
geneticamente; e um sistema enzimatico semelhante ao dos mamiferos, que
permite 0 metabolismo de agentes xenobibticos (Baars, 1980 apud Graf et al.,
1984).

Este teste detecta a perda da heterozigose, que pode ocorrer
espontaneamente ou ser induzida por agentes fisicos e quimicos, em células
primordiais dos discos imaginais de asas, no periodo de larva.

No SMART de asa sao utilizadas as linhagens de D. melanogaster
"multiple wing hairs" (mwh), flare® (fIlr’) e "Oregon R, flare®" (ORR; fIr®). A
linhagem "mwh" (com constituicao genética y; mwh jv) possui 0 marcador mwh
que se localiza no cromossomo 3 (3-3,0) e que tem sua manifestacao
fenotipica caracterizada por trés ou mais pélos por célula da asa. A linhagem
"flr®" (de constituicio genética fIr’ / In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx**® e Bd®)
possui o marcador fIr’, também no cromossomo 3, numa posicdo mais proximal
(3-38,8) e sua manifestacao fenotipica é caracterizada por um pélo modificado
em forma de chama. O marcador fIr’ em homozigose ¢é letal, ou seja, zigotos
homozigotos para o fIr’ ndo conseguem se desenvolver até a fase adulta (Graf
et al., 1984; Guzman-Rincon e Graf, 1995). Para isso, foi desenvolvido um
cromossomo balanceador TM3, Bd® (Third Multiple 3, beaded-serrate) que
mantém a heterozigose da linhagem. A presenca deste balanceador impede
que haja recombinacdo, ou seja, a troca de material genético entre
cromossomos homdlogos, devido a presenca de multiplas inversées neste
cromossomo (Lindsley e Zimm, 1992 apud Graf et al., 1996).

Na linhagem "ORR; fIr*" (de constituicdo genética ORR: fI° /
In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx**® e Bd®) o marcador fIr’ também encontra-se

presente. No entanto, esta linhagem difere da linhagem "flare®"

por apresentar
uma alta atividade das enzimas citocromo P450 (Hallstrém e Blanck, 1985
apud Graf e van Shaik, 1992), as quais sao responsaveis pela metabolizacao e
ativacdo de promutagenos e procarcinégenos (Dapkus e Marell, 1977 apud
Guzman-Rincén e Graf, 1995). Os cromossomos 1 e 2 sdo provenientes da
linhagem Oregon R, resistente ao DDT, construida por Frélich e Widrgler

(1989).
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No teste para deteccdo de mutacdo e recombinagcdo somatica, em
células de asas de D. melanogaster, sdo utilizados machos "mwh" (mwh + /
mwh +) cruzados com fémeas virgens das linhagens "flr*" (+ fIr*/ + TM3, BdP) -
cruzamento padrdo (ST) - e "ORR; fIr*" (ORR / ORR; + fi’ / + TM3, Bd®) -
cruzamento de alta capacidade de ativagdo metabodlica (HB). Ambos
cruzamentos produzem individuos trans-heterozigotos marcados (MH), com
constituicdo genotipica mwh + / + fIr’; e individuos heterozigotos balanceados
(BH), constituidos por mwh + / + TM3 Bd® (Figura 1.4), que podem ser
facilmente identificados pelo aspecto fenotipico das asas (Figura 1.5).

A analise dos individuos MH permite detectar a ocorréncia de mutacdes
de ponto, pequenas aberracbes cromossdmicas e recombinacées mitdticas
proximais e distais. A andlise dos individuos BH permite detectar a ocorréncia
de mutacbes de ponto e pequenas aberragbes cromossdmicas. No entanto,
devido a presenga de inversbes multiplas no cromossomo balanceador, as
células resultantes de recombinacao mitética sao inviaveis. A célula que sofreu
perda do alelo selvagem ir4 desenvolver o fenétipo mutante, durante a
metamorfose no estagio de pupa, e pode ser diferenciada facilmente das
demais (Guzman-Rincén e Graf, 1995).

Na Figura 1.6 estdo representados cromossomos de células primordiais
dos discos imaginais de asas, presentes na fase de larva de D. melanogaster,
em divisdo mitética normal (adaptado de Graf et al., 1984).

As Figuras 1.7 e 1.8 mostram os diferentes mecanismos genéticos
(delecao, mutacao de ponto, e recombinacao) responsaveis pelo aparecimento
de manchas mutantes em asas de D. melanogaster (adaptado de Graf et al.,
1984).

A Figura 1.9 mostra fotografias de asas de D. melanogaster, ao
microscépio Optico de luz (aumento 400x), com manchas mutantes simples

(“mwh”) e gémeas (“mwh” e “fIr”).

O Teste de Mutacdo e Recombinacdo Somatica (SMART) vem se
mostrando eficiente na avaliacdo de efeitos genotoxicos e antigenotoxicos para
uma grande diversidade de compostos, como mostram os trabalhos produzidos
pelo Laboratério de Mutagénese do Instituto de Genética e Bioquimica da
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Universidade federal de Uberlandia (Valadares et al., [in press]; Fragiorge et al.,
[in press]; Silva et al., [in press]; Fragiorge et al., 2007; Pantaledo et al., 2007;
Silva et al., 2006).

FEMEAS VIRGENS “fir?” MACHOS “mwh”
(+ TM3, B&® / + Air) (mwh + / mwh +)

TM3, Bd* + ar +
+ mwh + mwh

Descendentes Descendentes
heterozigotos balanceados (BH) trans-heterozigotos marcados (MH)
(+ TM3, Bd’® / mwh +) (+ AP/ mwh +)

Figura 1.4 — Representacao esquematica do cruzamento padrao (ST): fémeas
virgens da linhagem “fIr®” (+TM3,Bd°/+fIr’) sdo cruzadas com machos “mwh”
(mwh +/ mwh +), originando descendentes trans-heterozigotos marcados — MH
(+fl/mwh+) e descendentes heterozigotos balanceados - BH
(+TM3,Bd®>/mwh-+).
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Figura 1.5 — Pares de asas de D. melanogaster. A — Asas com bordas lisas;
caracteristica dos individuos da linhagem “mwh”, herdada pelos descendentes
trans-heterozigotos marcados (MH); B — Asas com bordas recortadas (serate);
caracteristica dos individuos das linhagens “fIr’”” e “ORR; fIr*”, herdada pelos

descendentes heterozigotos balanceados (BH).
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Expressao fenotipica

Células filhas
+ fr’
Célula mae —— /'1
P / —— ' é
e — mwh  + Pélo normal
I ————.
+ fir
mwh +
e
+ ir /](
— ———
— /|
mwh + A v
Pélo normal

Figura 1.6 — Representagcdo esquematica de cromossomos de células dos
discos imaginais de asas, presentes na fase de larva de D. melanogaster, em

divisdo mitética normal (adaptado de Graf et al., 1984).
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Expressao
Células filhas fe nputl'pica
1 {
Célula mae I f
# /|
_ —_—— ) ()
S vl * 'ﬂy{
F—— Pélo "mwh™
+ i
msh + + A
—eee r
T —
— '
p— - ‘-.‘""'-.___‘ # .' II
I —— /
i * Palo normal
B
_ Expressao
Células filhas fenotipica
mwh fir I
Celula mae W———— f
# v
/ — \ (] /
+ = miwh Y mwh + L
R — Pélo "rmwh"
+ A
it +
e ——— J
+ fr ]‘
—— —— [
frey * H-‘\"‘-\.,_ # C'II
——————— '
mwh +

Pélko normal

Figura 1.7 — Representagcées esquematicas de cromossomos de células dos

discos imaginais de asas, presentes na fase de larva de D. melanogaster, em

divisdo mitética, com ocorréncia de delecdo (A), e de mutagdo de ponto (B)

levando a formacao de manchas mutantes simples do tipo “mwh” (adaptado de

Graf et al., 1984).
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A Expressdo
Células filhas fenotipica
Célula mae + A ;’f
|
|
s fir / —— =) ()

e + Pélo normal
+ i
Filien + ;
i i .{
|

T f
v ’ Pélo “rmwh®
B Expressao
Células filhas fenotipica
+ /e
Célula mae h
Ar! / P— » £
—————— ] -
+ fir
rrivlt -
—_—— il + |
— /
i * \-._\‘ — » }I (, /

mwih * Pélo "mwh™

Figura 1.8 — Representagces esquematicas de cromossomos de células dos

discos imaginais de asas, presentes na fase de larva de D. melanogaster, em

divisdo mitética, com ocorréncia de recombinacdo entre os loci fI’ e mwh (A),

com formacdo de mancha simples; e recombinacao entre o centrébmero e o

locus fI* (B), com a consequiente formacdo de mancha gémea (adaptado de

Graf et al., 1984).
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Figura 1.9 — Fotografias de pélos de asa de D. melanogaster, ao microscépio
optico de luz (aumento de 400x), mostrando: A - mancha simples (contornada
pela linha) com pélos multiplos (“mwh”) e B - mancha gémea (contornada pela
linha) com pélos em forma de chama (“fIr*"), indicados pela seta branca; e

pélos multiplos (“mwh”), indicados pela seta preta.
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Resumo

Os esteréides androgénicos anabodlicos (EAA) sintéticos derivados da
testosterona, empregados na medicina humana com fins terapéuticos, sao
utilizados de forma indiscriminada, por atletas e fisiculturistas, com o objetivo
de ganhar maior forca e massa muscular, apesar de pouco se conhecer sobre
seus efeitos colaterais. Hemogenin® (HEM) (oximetolona); Deca Durabolin®
(DEC) (decanoato de nandrolona); e Durateston® (DUR) (associacao de
propionato de testosterona, fenilpropionato de testosterona, isocaproato de
testosterona e decanoato de testosterona), encontram-se entre os EAA mais
utiizados para tais fins. Este trabalho teve como objetivo avaliar
comparativamente o0s possiveis efeitos genotéxicos de diferentes EAA
sintéticos derivados da testosterona. Para tanto, foi empregado o teste para
deteccdo de mutacdo e recombinacdo somatica (Somatic Mutation And
Recombination Test - SMART) em células de asas de Drosophila
melanogaster. Larvas de terceiro estagio, descendentes dos cruzamentos
padrdo (ST) (fémeas fIr3 / TM®, Bd® cruzadas com machos mwh) e de alta
capacidade de bioativacdo metabodlica (HB) (fémeas ORR; fIr3 / TM®, Bd®
cruzadas com machos mwh) foram tratadas com diferentes concentracdes
(0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL) de HEM diluido em agua destilada estéril; com DEC
(0,15625; 0,3125; 0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL) e DUR (0,195; 0,39; 0,78; 1,56 e
3,125 mg/mL), isoladamente, diluidos em 1% Tween-80 + 3% etanol em agua.
Como controle positivo e negativo foram utilizados, respectivamente, o pro-
mutageno uretano (URE) 0,891 mg/mL, e os solventes utilizados nas diluicdes
dessas substancias. As freqiéncias de manchas mutantes observadas nos
grupos tratados com as diferentes concentracbes de EAA, em ambos
cruzamentos (ST e HB), foram estatisticamente ndo significativas quando
comparadas com o0s controles negativos. Estes resultados nos permitem
concluir que, nessas condi¢cdes experimentais, os EAA HEM, DEC e DUR néao
possuem efeitos genotdxicos em células de asas de D. melanogaster.
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Abstract

Anabolic steroids are synthetic derivatives of testosterone modified to enhance
the anabolic rather than the androgenic actions of the hormone. There are
numerous side-effects to anabolic steroids, including carcinogenesis.
Hemogenin® (HEM) (oximetholone); Deca Durabolin® (DEC) (decanoate of
nandrolon); and Durateston® (DUR) (propionate of testosterone,
fenilppropionate of testosterone, isocaproate of testosterone and decanoate of
testosterone) are listed as the more used steroids. This study evaluated the
genotoxic effects of derivatives of testosterone compounds presents in three
drugs by means of the wing spot test of D. melanogaster (Somatic Mutation and
Recombination Test — SMART). Third-instar larvae derivated from standard
cross (ST), where flIr3 / In(3LR) TM3, ri p°sep 1(3)89Aa bx** e Bd® females
were mated with mwh males, and high bioactivation cross (HB), where ORR;
flr3 / In(3LR) TM3, ri p°sep 1(3)89Aa bx** e Bd® females were mated with mwh
males, were treated for approximately 48 h with different concentrations of HEM
(0.625; 1.25 e 2.5 mg/mL) in water; DEC (0.15625; 0.3125; 0.625; 1.25 e 2.5
mg/mL) and DUR (0.195; 0.39; 0.78; 1.56 e 3.125 mg/mL), in solution of 1%
Tween-80 + 3% ethanol in water; like positive control was used urethane (URE
0.891 mg/mL), and negative, the respective solvents used. The results obtained
with the two different crosses were rather similar, and three drugs showed non-
mutagenic effects in D. melanogaster somatic cells.
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Introducao

Os esterdides androgénicos anabdlicos (EAA) sintéticos derivados da
testosterona sdao compostos quimicos modificados para aumentar a acgao
anabdlica (sintese protéica), em relacao aos efeitos androgénicos (acentuagao
dos caracteres sexuais masculinos secundarios) deste horménio (Muniz et al.,
1997; Kintz et al., 1999; Mottram e George, 2000; Santos, 2003; Neves et al.,
2005).

A testosterona e seus derivados sintéticos EAA, sdo utilizados para fins
terapéuticos de reposicdo hormonal em individuos no periodo de climatério
masculino (andropausa), com sinais e sintomas de diminuicdo da libido,
decréscimo na atividade mental e fisica e impoténcia por razao endocrina; em
casos de disturbios hipogonadais, castracao, eunucoidismo e hipopituitarismo;
tratamento de osteoporose com origem na deficiéncia de andrégenos e para
tipos diversos de anemias (Comhaire, 2000; Bonaccorsi, 2001; Rangel et al.,
2002; Cairoli, 2004; Lima, 2004; Dourado e Godoy, 2004; Morales et al., 2004).
Sao utilizados por atletas para obtencéo, a curto prazo, de melhores resultados
em ganho de massa muscular (Lise et al., 1999; Araujo et al., 2002; Iriart e
Andrade 2002; Silva et al., 2002; Jazayeri € Amani, 2004; Santos et al., 2006;
Aqullé-Calatayud et al., 2007), sendo relatado, ainda, o uso por adolescentes e
jovens universitarios de ambos os sexos (Yesalis ef al., 1997; Bahrke et al.,
1998; Faigenbaum et al, 1998; Neilor et al., 2001; Kindlundh et al., 2001;
Labre, 2002; Souza e Fisberg, 2002; De Micheli e Formigoni, 2004; Dal Pizzol
et al., 2006; Pallesen et al., 2006; Lucas et al., 2006 Dal Pizzol et al., 2006;
Pallesen et al., 2006; Lucas et al., 2006; Elliot et al., 2007; Wanjek B et al.,
2007; vandenBerg et al., 2007). Comumente, é encontrada a utilizacdo de
diferentes EAA administrados simultaneamente de forma indiscriminada ou em
periodos denominados “ciclos”, com doses exacerbadamente maiores que as
determinadas em tratamentos clinicos (Pope e Katz, 1988; Iiigo et al., 2000;
Manetta e Silveira, 2000).

Efeitos adversos causados pelo uso de EAA sao freqlientes e, alguns
deles, irreversiveis, 0 que se contrapde aos beneficios estéticos e fisioldgicos

advindos da utilizacdo destas substancias (Kimbble e Ross, 1987; Evans, 1997;
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Korkia e Stimson, 1997; Rich et al., 1999; Ifigo et al., 2000; Hartgens e
Kuipers, 2004). Varios estudos relatam os danos a saude, causados pelo seu
uso, tais como hipertensao arterial e problemas cardiacos (Clark e Schofiels,
2005; Kindermann, 2006), disturbios psicoldgicos, provocados pelo aumento da
agressividade (Choi et al., 1990; Pope e Katz, 1994; Peluso et al., 2000; Talih
et al., 2007), acne (Melnik et al., 2007) e complicacdes hepaticas (Stimac et al.,
2002; Socas et al., 2005; Kafrouni et al., 2007). Promovem ainda a reducao na
producdo natural de horménios sexuais, 0 que pode causar, nos homens,
diminuicdo na producdo de espermatozoéides, atrofia dos testiculos e
ginecomastia, enquanto, em mulheres, pode ocorrer aumento do clitoris,
crescimento excessivo dos pélos e masculinizacdo na voz e na musculatura
(Pope e Katz, 1994; Lise et al., 1999; Mottram e George, 2000; Babigian e
Silverman, 2001; de Luis et al, 2001; Santos, 2003; Silva e Moreau, 2003;
Neves et al., 2005). Comumente, o usuario ndo tem informagdes a respeito
das propriedades farmacologicas dos EAA e, muitas vezes, seus efeitos
colaterais s&o subestimados (Muniz et al., 1997; Iriart e Andrade, 2002).

Hemogenin® (HEM) (ou Anandrol), Deca-Durabolin® (DEC) e
Durateston® (DUR), juntamente com outras substancias quimicas, sdo listados
entre os compostos EAA, derivados sintéticos da testosterona, que geram
efeitos anabolizantes mais freqlentemente utilizados, especialmente no Brasil
(Manetta e Silveira, 2000; Mottram e George, 2000; Iriart e Andrade, 2002;
Silva et al., 2002; Santos et al., 2006).

Alguns estudos discutem uma possivel relagdo causa-consequéncia da
utilizacdo de horménios sexuais (estradiol, testosterona e seus derivados) com
a ocorréncia de alguns tipos de tumores, especialmente de figado e préstata
em humanos e em experimentos com animais (Carrasco et al., 1985; Anthony,
1988; Taylor, 1987; Froehner et al., 1999; Socas et al., 2005; Bosland, 2006;
Giannitrapani et al., 2006; Ricke et al., 2006; Gorayski, et al., 2007), a0 mesmo
tempo em que estes horménios ndo apresentaram potencial mutagénico em
testes com Salmonella/microssoma e linhagens de células V79 de Hamster
chinés (Lang e Redmann, 1979; Lang e Reimann, 1993) e testes de aberracdes

cromossdmicas em linfécitos humanos e micronlcleo em medula éssea de
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camundongo (Reimann et al., 1996), sugerindo um efeito carcinogénico destas
substancias quimicas por acao epigenética e ndo-genotoxica.

O teste para deteccdo de mutagdo e recombinacao somatica ("Somatic
Mutation and Recombination Test" - SMART) foi desenvolvido por Graf et al.
(1984), sendo considerado um teste rapido, barato e que produz resultados
confidveis, inequivocos e altamente reproduziveis. Utiliza como organismo
teste a Drosophila melanogaster, que apresenta as vantagens de ter um curto
periodo de geragao, o que possibilita a rapidez do teste, um pequeno numero
de cromossomos € linhagens muito bem caracterizadas geneticamente. A D.
melanogaster possui, ainda, o sistema enzimatico P450 semelhante ao dos
mamiferos, que permite o metabolismo de agentes xenobidticos (Baars, 1980
apud Graf et al., 1984).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial genotoxico de EEA,
derivados sintéticos de testosterona, pelo teste de mutacdo e recombinagao
somatica em células somaticas de D. melanogaster, por meio dos cruzamentos
padrao (Graf et al., 1989) e de alta capacidade de bioativacao metabdlica (Graf
e van Schaik, 1992).
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Material e métodos

Agentes quimicos

A Tabela 2.1 apresenta as especificacdes técnicas e quimicas dos
esterdides anabdlico-androgénicos (EAA) derivados da testosterona
[Hemogenin® (HEM), Deca-durabolin® (DEC) e Durateston® (DUR)].

HEM (0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL) foi diluido em agua destilada estéril.
Devido a insolubilidade em agua, DEC (0,15625; 0,3125; 0,625; 1,25 e 2,5
mg/mL) e DUR (0,195; 0,39; 0,78; 1,56 e 3,125 mg/mL) foram diluidos em
solucao de tween-80 (3%) e etanol (1%) em agua destilada estéril. Para a
determinacao das concentracdes de DUR, foi considerado o total dos quatro
ésteres de testosterona constituintes do composto quimico, de acordo com
Carreira Filho e Martins Filho (2005); Rangel et al. (2002) e Ferreira et al.
(1998). Uretano (URE 0,891 mg/mL), etil carbamato (CsH7NO2/NH.COOC;Hs,
massa molecular 89.09 e CAS N° 51-79-6), Fluka Chemie AG (Buchs,
Switzerland), foi utilizado como controle positivo, devido as suas propriedades
mutagénicas bem estabelecidas (Frolich e Wirgler, 1990; Graf e van Schaik,
1992; Abraham e Graf, 1996; Dogan et al., 2005). Todas as diluicbes foram

realizadas imediatamente antes do uso.
Obtencao de larvas e tratamentos

As linhagens mutantes de D. melanogaster, mwh (y; mwh jv), flare-3
(AIr/In(BLR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx*** e Bd°) e ORR; flare-3 (ORR;
fir’/In(3LR)TM3, ri p° sep 1(3)89Aa bx** e Bd®) foram mantidas em frascos de
1/4 de litro contendo meio de cultura para Drosophila (820mL de agua; 25¢g de
fermento biol6égico; 11g de agar; 1509 de banana e 1g de nipagin).

Foram realizados os cruzamentos: 1] padrao (ST) (fémeas virgens flare-
3 cruzadas com machos mwh) (Graf et al., 1984, 1989); e 2] de alta capacidade
de bioativagdo metabdlica (HB) (fémeas virgens ORR; flr-3 cruzadas com
machos mwh) (Graf e van Schaik, 1992).
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Os ovos foram coletados durante um periodo de 8 horas em frascos
contendo uma base sélida de agar (3% de agar em agua) e uma camada de
fermento suplementado com sacarose. Apos 72 + 4 h, as larvas de 3° estagio
foram lavadas com agua corrente e coletadas com auxilio de uma peneira de
malha fina e transferidas para frascos contendo 1,5 g de meio de cultura
alternativo (puré de batata instantdneo, Yoki®) e 5 mL das diferentes
concentracbes de EAA derivados sintéticos da testosterona (HEM, DEC e
DUR). Como controle positivo de todos os experimentos foi utilizado URE
(0,891 mg/mL). Para os controles negativos, os solventes empregados nas
diluicbes das substancias quimicas (dgua destilada estéril nos experimentos
com HEM e solucao de tween-80 3% e etanol 1% em agua destilada estéril
para os experimentos com DEC e DUR). Os tratamentos foram realizados por
um periodo de aproximadamente 48 horas (tratamento crénico), em frascos

ambar, para evitar a possibilidade de foto-degradagédo dos compostos.
Preparacao das laminas e analise do material

Adultos emergentes de ambos cruzamentos (ST e HB), portadores dos
gendtipos trans-heterozigotos marcados - MH (mwh + / + fI’) e heterozigotos
balanceados - BH (mwh + / + TM3, Bd®) foram coletados e conservados em
etanol 70%. As asas foram extraidas das moscas com auxilio de microscopio
estereoscopico, Olimpus®, utilizando-se um par de pingas entomoldgicas. As
asas foram fixadas entre lamina e laminula com solucdo de Faure (30g de
goma ardbica, 20ml de glicerol, 50g de hidrato cloral e 50ml de agua) e
analisadas, quanto a ocorréncia de diferentes tipos de manchas mutantes, em
microscopio éptico de luz, marca Olimpus®, com aumento de 400 X.

Os adultos sdo diferenciados fenotipicamente, pois o marcador Bd®
(presente nos descendentes BH) provoca, durante a metamorfose, um recorte
na borda das asas, deixando-as com aspecto serrilhado, enquanto que os
adultos MH apresentam asas com bordas lisas (Graf et al., 1984).

Durante a andlise das laminas foi registrado o numero de manchas
mutantes, assim como o tipo e tamanho (nimero de células mutantes na

mancha).



58

Tratamento estatistico dos dados

A anélise estatistica dos dados foi feita de acordo com o teste do X2 para
proporg¢des, bicaudal, com nivel de significancia: a=B=0,05 de acordo com Frei
e Wirgler (1988), comparando as freqiéncias obtidas com os grupos tratados

e controle.
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Resultados e discussao

Os trés EAA derivados sintéticos da testosterona, Hemogenin® (HEM);
Deca Durabolin® (DEC) e Durateston® (DUR), investigados neste trabalho,
foram escolhidos devido a sua ampla e indiscriminada utilizagéo por atletas e
fisiculturistas, sem conhecimento de possiveis efeitos adversos, tais como
efeitos genotdxicos. Para avaliar comparativamente o potencial genotdxico
desses EAA, duas versdes do SMART de asa em Drosophila (cruzamentos ST
e HB) foram usados em dois experimentos repetidos. Os resultados obtidos em
cada experimento foram agrupados, apds verificar que ndo havia diferencas,
estatisticamente significativas, entre os experimentos individuais.

Os resultados obtidos na analise dos descendentes trans-heterozigotos
marcados (MH) dos cruzamentos ST e HB, tratados com diferentes
concentracbes de HEM (0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL); DEC (0,15625; 0,3125;
0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL) e DUR (0,195; 0,39; 0,78; 1,56 e 3,125 mg/mL) e
seus respectivos controles positivo (URE 0,891 mg/mL) e negativo (agua
destilada estéril ou 1% Tween-80 + 3% etanol em agua), estdo apresentados
nas Tabelas 2.2, 2.3 ¢ 2.4.

As freqléncias de manchas mutantes (simples pequenas, simples
grandes e gémeas), assim como o total de manchas, observadas nos tratados
com as diferentes concentracées de HEM, DEC e DUR, foram estatisticamente
nao significativas ou inconclusivas (0>0,05) quando comparadas com as
frequéncias de manchas mutantes observadas em seus respectivos controles
negativo, para ambos os cruzamentos (ST e HB).

As Figuras 2.1, 2.2 e 2.3, mostram a distribuicdo das freqliéncias de
manchas por classe (nimero células mutantes/mancha) observadas em asas
de descendentes MH, provenientes dos cruzamentos ST e HB, tratados,
respectivamente, com HEM, DEC e DUR e seus respectivos controles negativo
e positivo.

O tratamento crénico de individuos MH com HEM, DEC e DUR, resultou
em uma distribuicdo no tamanho de manchas mutantes, na qual as manchas
simples pequenas (com uma célula) predominam, enquanto que as manchas

maiores aparecem em freqiiéncia decrescente, de acordo com o aumento do
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nuamero de células mutantes presentes nas manchas. Estes resultados estao
de acordo com o descrito por Graf et al. (1984); Rodriguez-Arnaiz et al. (1996)
e Spano et al. (2001).

A prevaléncia de manchas pequenas, observadas nas asas dos
descendentes MH de ambos os cruzamentos (ST e HB), demonstra que em
todos os tratamentos, com todas as substancias quimicas, assim como nos
respectivos controles, as mutagdes nas células dos discos imaginais de asas
ocorreram numa fase tardia do desenvolvimento das larvas de D.
melanogaster. Manchas formadas em estagios iniciais do desenvolvimento
apresentam maior numero de células, que é o caso da menor quantidade de
manchas encontradas neste experimento.

Nao houve diferencas estatisticamente significativas, nas freqtiéncias
totais de manchas mutantes, encontradas nos individuos dos grupos controle
negativo, quando comparado com as freqiéncias observadas nos tratados com
as diferentes concentracbes dos EAA derivados sintéticos da testosterona
HEM, DEC e DUR do cruzamento ST, quando comparado com os resultados
observados, respectivamente, nesses mesmos grupos de tratamento, do
cruzamento HB.

Os resultados negativos encontrados nos descendentes do cruzamento
HB, permitem concluir que nas condi¢gdes experimentais utilizadas, HEM, DEC
e DUR nao sao agentes pro-mutagenos, € que as enzimas citocromo P450,
altamente expressas na linhagem “ORR; fIr*” n&do interferem no potencial
genotdxico dessas substancias.

As diferencas estatisticamente significativas observadas nas
freqiéncias de manchas mutantes dos controles positivo (URE) de ambos os
cruzamentos (ST e HB) comprova que URE € um pro-mutédgeno, que tem sua
genotoxidade potencializada pelas enzimas citocromo P450, presentes em
maior quantidade nos individuos descendentes do cruzamento HB.

Katz e Foley (1993) verificaram que temperaturas abaixo e acima de
25°C induzem aumentos nas frequéncias de mutagbes espontaneas em D.
melanogaster, sendo que as temperaturas em torno de 25°C sdo as que
induzem menores taxas de mutacdo. Assim sendo, neste trabalho, durante o

periodo de tratamento, as larvas foram mantidas em estufa B.O.D. (Biological
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Oxygen Demand), sob temperatura controlada de 25 + 1°C, para evitar
oscilagdes de temperatura que pudessem interferir nos resultados obtidos.

Os cruzamentos ST e HB permitem a obtencao de descendentes MH,
identificados fenotipicamente pela borda lisa das asas; e descendentes BH,
identificados pela borda da asa recortada. Quando o aumento na frequéncia de
manchas mutantes observado nos descendentes MH é estatisticamente
significativo, indica a ocorréncia de mutacdes de ponto, aberracdes
cromossémicas e recombinagdes mitdticas. Assim sendo, devem ser
analisados os descendentes BH, nos quais as frequéncias de manchas
mutantes sdo devidas apenas as mutagcdes de ponto e aberracdes
cromossémicas. A diferenca entre as freqiéncias de manchas mutantes
detectadas nos individuos MH e BH representa a freqtiéncia de recombinagao
mitética. Como os resultados obtidos com os descendentes MH tratados com
as substancias quimicas testadas (HEM, DEC e DUR), nas diferentes
concentragbes, foram estatisticamente n&o significativos em ambos os
cruzamentos, nao se justifica a analise dos individuos BH.

Foi verificado um aumento estatisticamente significativo (a<0,05) nas
freqiéncias de manchas mutantes simples pequenas, e no total de manchas,
nos descendentes MH do cruzamento ST tratados com URE, quando
comparado com as freqiéncias de manchas mutantes observadas no controle
negativo (dgua destilada estéril) dos experimentos com HEM. Nos lotes de
experimentos com DEC e DUR, foi verificado nos descendentes MH do
cruzamento ST tratados com URE, um aumento estatisticamente significativo
(<0,05) nas freqiéncias de manchas mutantes simples pequenas, simples
grandes, e no total de manchas, quando comparado com o controle negativo
(1% Tween-80 + 3% etanol em agua).

Nos descendentes MH do cruzamento HB, tratados com URE, foi
verificado um aumento estatisticamente significativo (a<0,05) nas freqiiéncias
de todas as classes de manchas (simples pequenas, simples grandes e
gémeas) e no total de manchas, quando comparado com as freqiéncias de
manchas mutantes dos controles negativos de todos os experimentos (HEM,
DEC e DUR).
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Uma vez observado o efeito positivo do URE, é possivel afirmar que os
resultados negativos obtidos com os EAA derivados sintéticos da testosterona,
contidos nas substancias quimicas utilizadas, sao resultados legitimos e nao
deficiéncia ou artefato da metodologia empregada.

HEM nao apresentou efeitos genotdxicos, quando avaliado por meio do
teste de troca entre cromatides irmés em linfécitos humanos, na presenca e na
auséncia de ativacdo metabdlica (Ahmad et al., 2003); e em ensaios com
microrganismos e com células de mamiferos (aberracdes cromossdmicas em
linfécitos humanos in vitro; e teste de micronucleos em eritrocitos de sangue
periférico de roedores) (Holden et al., 1999).

Nao foram encontrados relatos na literatura de estudos de genotoxidade
para as demais substancias quimicas avaliadas neste trabalho (DEC e DUR).

Resultados negativos também sao descritos por Lang e Reimann (1993)
e Lang e Redmann (1979), em testes com Salmonella/microssoma e linhagens
de células V79 de hamster chinés; e Reimann et al. (1996), em testes de
aberracées cromossémicas em linfécitos humanos e microndcleo em medula
o0ssea de camundongo, que avaliaram outros derivados de hormdnios
esterdides.

E importante considerar que testes com Salmonella/microssoma
detectam apenas mutacdes de pequeno tamanho, o que se considera uma
alteracdo em um numero pequeno de pares de bases. Testes de aberracoes
cromossémicas e micronucleo, por sua vez, ja detectam alteracbes genéticas
de maior tamanho, envolvendo, geralmente, quebras cromossémicas com
proporcoes maiores de material genético. Alteracbes genéticas envolvendo
propor¢cdes intermediarias de DNA e, ainda, a recombinagdo génica, nao
seriam detectadas por estes testes tradicionais.

O teste de mutacdo e recombinacao somatica (SMART) desenvolvido
por Graf et al. (1984) apresenta, além de todas as outras vantagens ja
descritas anteriormente, a capacidade de detectar um espectro maior de
variabilidade de alteragbes genéticas, incluindo especialmente a recombinacao
somatica, um dos principais fatores relacionados com a carcinogénese. Os
resultados negativos obtidos com as quatro substancias quimicas mostram que

também nao possuem efeito recombinogénico.
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Os resultados observados neste trabalho nos permitem concluir que, nas
condigbes experimentais utilizadas, os EAA derivados sintéticos da
testosterona Hemogenin® (HEM), Deca Durabolin® (DEC) e Durateston®
(DUR), nao possuem efeitos genotdéxicos (mutagénicos, clastogénicos e/ou
recombinogénicos) em células somaticas de D. melanogaster, tanto na
presenca quanto na auséncia de ativacdo metabdlica pelo sistema enzimatico

citocromo P450.
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Tabela 2.1 - Esterdides anabdlico-androgénicos derivados de testosterona utilizados nos tratamentos de larvas de Drosophila

melanogaster para o teste de deteccdo de mutagao e recombinagao somatica

Nome o Conteudo . . ]
. Principio ativo CAS N° Apresentacao Excipiente Fabricante Lote
comercial (mg)
Amido de milho,
estearato de Aventis Pharma
Hemongenin® ] o .
(HEM) Oximetolona 50 434-07-1 Comprimido magnésio, lactose Ltda. 500867
monohidratada e (Suzano — SP)
povidona K30
Deca-Durabolin® Solugao injetavel em  Oleo de amendoin e Organon
Decanoato de nandrolona 50 360-70-03 i N B 18124
(DEC) ampola de TmL alcool benzilico (Sao Paulo - SP)
Propionato de testosterona 30 57-85-2
Fempropionato de o ; . .
Durateston® Solugdo injetavel em  Oleo de amendoin e Organon do Brasil
testosterona 60 1255-49-8 i o B 18042
(DUR) ampola de 1TmL alcool benzilico (Sao Paulo - SP)
Isocaproato de testosterona 60 15262-86-9
Decanoato de testosterona 100 5721-91-5
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Tabela 2.2 - Freqléncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos marcados (MH) de D.
melanogaster dos cruzamentos padrao (ST) e de alta capacidade de bioativacdo metabdlica (HB), apds tratamento crénico (~ 48h)
com diferentes concentracdes (0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL) do anabolizante Hemogenin® (HEM), e seus respectivos controles
negativo (dgua destilada estéril) e positivo (URE 0,891 mg/mL)

Manchas por individuo (n° de manchas) diagnéstico estatistico®

Tratamentos N° de Manchas simples Manchas Manchas

Concentracoes moscas pequenas simples grandes gémeas Total de manchas r-rl;::z:lhdaes
(mg/mL) (n) (1-2 céls)" (>2 céls)® me2 mwhe

M=2 m=5 m=5

Cruzamento ST

Controle negativo 50 0,32 (16) 0,06 (03) 0,02 (01) 0,40 (20) 20
Hem 0,625 50 0,26 (13) - 0,04 (02) i 0,02 (01) i 0,32 (16) - 16
Hem 1,25 53 0,28 (15) - 0,04 (02) i 0,00 (00) i 0,32 (17) - 17
Hem 2,5 50 0,42 (21) i 0,00 (00) - 0,00 (00) i 0,42 (21) - 20

Controle positivo 50 1,34 (67) + 0,16 (08) i 0,06 (03) i 1,56 (78) + 78

Cruzamento HB

Controle negativo 50 0,36 (18) 0,08 (04) 0,02 (01) 0,46 (23) 22
Hem 0,625 50 0,46 (23) i 0,04 (02) i 0,00 (00) i 0,50 (25) - 25
Hem 1,25 50 0,42 (21) i 0,02 (01) - 0,00 (00) i 0,44 (22) - 22
Hem 2,5 50 0,28 (14) - 0,08 (04) i 0,06 (03) i 0,42 (21) - 21

Controle positivo 50 484 (242) + 086 (43) + 0,72 (36) + 6,42 (321) + 316

4Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagdo para a avaliagéo
de resultados significativamente negativos. Niveis de significAncia o = B = 0,05. ° Incluindo manchas simples fI raras.

°Considerando 0s clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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Tabela 2.3 - Freqléncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos marcados (MH) de D.

melanogaster dos cruzamentos padrao (ST) e de alta capacidade de bioativacao metabdlica (HB), apds tratamento cronico (~ 48h)
com diferentes concentracbes (0,15625; 0,3125; 0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL) do anabolizante Deca Durabolin® (DEC), e seus
respectivos controles negativo (1% Tween-80 + 3% etanol em agua) e positivo (URE 0,891 mg/mL)

Manchas por individuo (n° de manchas) diagnéstico estatistico®

Tratamentos N° de Manchas simples Manchas Manchas Total de manchas Total de
Concentracoes moscas pequenas simples grandes gémeas manchas
(mg/mL) (n) (1-2 céls)" (>2 céls)® me2 mwhe
M=2 m=5 m=5
Cruzamento ST
Controle negativo 50 0,42 (21 0,02 (01 0,10 (05) 0,54 (27 27
DEC 0,15625 58 0,29 (17 0,07 (04 0,02 (01) 0,38 (22 22
DEC 0,3125 48 0,38 (18 0,04 (02 0,04 (02) 0,46 (22 21
DEC 0,625 43 0,33 (14 0,05 (02 0,02 (01) 0,40 (17 17
DEC 1,25 40 025 (10 0,00 (00 0,00 (00) 0,25 (10 10
DEC 2,5 29 0,21 (06 0,03 (0t 0,00 (00) 0,24 (07 7
Controle positivo 50 1,20 (60 0,14 (07 0,10 (05) 1,44 (72 72
Cruzamento HB
Controle negativo 55 0,33 (18) 0,07 (04) 0,05 (03) 0,45 (25) 25
DEC 0,15625 61 0,31 (19) 0,05 (03) 0,05 (03) 0,41 (25) 24
DEC 0,3125 59 0,25 (15) 0,07 (04) 0,07 (04) 0,39 (23) 23
DEC 0,625 60 0,28 (17) 0,05 (03) 0,03 (02) 0,37 (22) 21
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Tabela 2.3 (cont.)

DEC 1,25 79 0,32 (25) - 0,11 (09) i 0,04 (03) i 0,47 (37) - 37
DEC 2,5 57 0,37 (21) i 0,02 (01) - 0,05 (03) i 0,44 (25) - 22
Controle positivo 60 522 (313) + 1,02 (61) + 0,87 (52) + 7,10 (426) + 417

®Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagao para
a avaliagcao de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia o = § = 0,05.

®Incluindo manchas simples fIr’ raras.
“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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Tabela 2.4 - FreqUéncias de manchas mutantes observadas em asas de descendentes heterozigotos marcados (MH) de D.
melanogaster dos cruzamentos padrao (ST) e de alta capacidade de bioativacdo metabdlica (HB), apds tratamento crénico (~ 48h)
com diferentes concentragdes (0,195; 0,39; 0,79; 1,56 e 3,125 mg/mL) do anabolizante Durateston® (DUR), e seus respectivos
controles negativo (1% Tween-80 + 3% etanol em agua) e positivo (URE 0,891 mg/mL)

Manchas por individuo (n° de manchas) diagnéstico estatistico®

Tratamentos N° de Manchas simples Manchas Manchas
- . ~ Total de manchas Total de
Concentracdes moscas pequenas simples grandes gémeas manchas
(mg/mL) (n) (1-2 céls)" (>2 céls)® me2 mwhe
M=2 m=5 m=5 B
Cruzamento ST
Controle negativo 53 0,38 (20) 0,08 (04) 0,06 (03) 0,51 (27) 29
DUR 0,195 45 0,36 (16) 0,07 (03) i 0,09 (04) i 0,51 (23) - 35
DUR 0,39 58 0,28 (16) 0,02 (01) - 0,02 (01) i 0,31 (18) - 45
DUR 0,78 50 0,44 (22) i 0,12 (06) i 0,02 (01) i 0,58 (29) - 45
DUR 1,56 32 0,19 (06) 0,06 (02) i 0,06 (02) i 0,31 (10) - 41
DUR 3,125 36 0,25 (09) 0,06 (02) i 0,03 (01) i 0,33 (12) - 12
Controle positivo 50 1,14 (57) + 0,24 (12) + 0,14 (07) i 1,562  (76) + 76
Cruzamento HB
Controle negativo 54 0,69 (37 0,11 06 0,11 (06 0,91 49 49

DUR 0,39 54 0,48 0,17 [ 0,09 [ 0,74

(37) (06) (06) (49)
DUR 0,195 40 053 (21) - 005 (02 i 003 (01) - 060 (24) - 23
(26) (09) (05) (40)
DUR 0,78 50 0,76 (38) 0,06 (03) i 0,04 (02) - 086 (43)
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Tabela 2.4 (cont.)

DUR 1,56 45 078 (35) - 0,46 (07) i 0,07 (03) i 1,00 (45) - 45
DUR 3,125 38 063 (24) - 041 (04) i 003 (01) - 076 (29) - 29
Controle positivo 54 552 (298) + 0,78 (42) + 035 (19) + 665 (359) + 357

4Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de multiplicagédo para
a avaliacao de resultados significativamente negativos. Niveis de significancia a. = § = 0,05.

®Incluindo manchas simples fIr’ raras.
“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
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Figura 2.1 - Distribuicao das freqiéncias de manchas por classes (numero de
células/mancha) observadas em asas de descendentes heterozigotos
marcados (MH) de Drosophila melanogaster dos cruzamentos: A - padrao (ST)
e B - de alta capacidade de bioativagcdo metabdlica (HB), obtidas por meio do
teste para deteccdo de mutacdo e recombinagcdo somatica, tratadas com as
diferentes concentracées de Hemogenin® (HEM) (0,625; 1,25 e 2,5mg/mL) e
seus respectivos controles positivo (URE 0,891 mg/mL) e negativo (agua

destilada estéril).
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Figura 2.2 - Distribuicdo das freqiéncias de manchas por classes (numero de
células/mancha) observadas em asas de descendentes heterozigotos marcados (MH)
de Drosophila melanogaster dos cruzamentos: A - padrdao (ST) e B - de alta
capacidade de bioativacao metabdlica (HB), obtidas por meio do teste para deteccao
de mutacao e recombinacdo somatica, tratadas com as diferentes concentracées de
Deca Durabolin® (DEC) (0,15625; 0,3125; 0,625; 1,25 e 2,5mg/mL) e seus respectivos
controles positivo (URE 0,891 mg/mL) e negativo (1% Tween-80 + 3% etanol em

agua).
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Figura 2.3. Distribuicdo das freqiiéncias de manchas por classes (numero de
células/mancha) observadas em asas de descendentes heterozigotos
marcados (MH) de Drosophila melanogaster dos cruzamentos: A - padrao (ST)
e B - de alta capacidade de bioativagcdo metabdlica (HB), obtidas por meio do
teste para deteccdo de mutacdo e recombinagcdo somatica, tratadas com as
diferentes concentracbes de Durateston® (DUR) (0,195; 0,39; 0,78; 1,56 e
3,125mg/mL)e seus respectivos controles positivo (URE 0,891 mg/mL) e

negativo (1% Tween-80 + 3% etanol em agua).
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Resumo

Estanozolol, nome commercial Winstrol Depot®, é um derivado sintético da
testosterona, usado no tratamento de anemias, angioedema hereditario e
como esterdide anabdlico androgénico (EAA) por atletas fisiculturistas. Este
composto interage com o citocromo P450, formando um complexo com alta
afinidade de ligagéo. Este trabalho avaliou, por meio do Teste de Mutagéo e
Recombinacdo somatica (Somatic Mutation and Recombination Test -
SMART) os efeitos do estanozolol associado ao uretano (URE), um conhecido
agente genotdxico ativado metabolicamente pelo citocromo P450. Larvas de
terceiro estagio provenientes dos cruzamentos padrao (ST), fémeas fIr3 /
In(3LR) TM3, ri p’sep 1(3)89Aa bx** e Bd® cruzadas com machos mwh, e de
alta capacidade de ativacdo metabdlica (HB), fémeas ORR; fIr3 / In(3LR) TM3,
ri pPsep 1(3)89Aa bx** e Bd® cruzadas com machos mwh. Foram tratadas
aproximadamente por um periodo de 48h com difentes concentracdes (0.625;
1.25 e 2.5 mg/mL) de WIN isoladamente e em associagdo com URE (0,891
mg/mL). Os resultados observados em ambos os cruzamentos sugerem que
WIN, nestas condicbes experimentais nao apresentaram atividade
mutagénica, e, nos tratamentos combinados de WIN e URE, foi observado em
todas as concentracdes de WIN testadas, uma inibicao dos efeitos do URE.
Provavelmente, este efeito € um resultado da interacédo entre o WIN e o P450.
A reducdo da atividade genotdxica do URE foi diretamente proporcional a
dose de WIN. Este trabalho sugere a necessidade de mais estudos
relacionados ao metabolismo de agentes xenobidticos, como os EAA, pelo
citocromo P450 e sua relagdo com a carcinogénese.



88

Key words: Winstrol Depot, Somatic Mutation and Recombination Test —
SMART, uretano.



89

Abstract

Stanozolol, commercial name Winstrol® (WIN), is a synthetic derivative of
testosterone, used for the treatment of anemia, hereditary angioedema and
used by sportsmen like anabolic-androgenic steroid. This drug interacts with
cytocrome P450, forming a high-affinity ligand complex. This study evaluated,
by means of wing spot test of Drosophila melanogaster (Somatic Mutation and
Recombination Test - SMART), the effects of stanozolol associated with
urethane (URE), known genotoxic agent metabolized by cytocrome P450.
Third-instar larvae derived from standard cross (ST), where fIr3 / In(3LR) TMS3,
ri pPsep 1(3)89Aa bx** e Bd® females were mated with mwh males, and high
bioactivation cross (HB), where ORR; fIr3 / In(3LR) TM3, ri p°sep 1(3)89Aa
bx** e Bd® females were mated with mwh males, were treated approximately
48 h with different concentrations (0.625; 1.25 e 2.5 mg/mL) of WIN isolated
and in association with URE (0.891 mg/mL). The results observed in both
crosses suggest that WIN at these experimental conditions, showed non-
mutagenic effects and combined treatment of WIN and URE displayed,
throughout all concentrations assayed, an inhibition of the effects of URE by
WIN, probably this effect is a result of the inhibit-interaction among WIN and
cytocrome P450. The relactive proportion of this inhibition was proportional to
the concentrations applied. This work proposes the necessity of more studies
about metabolism of xenobiotcs agents, like EAA, by cytocrome P450 and their
relation with genotoxicity.
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Introducao

O estanozolol, conhecido comercialmente como Winstrol Depot® (WIN),
€ um esterdide androgénico anabdlico (EAA) sintético derivado da testosterona,
utilizado no tratamento da anemia (Reynolds e Prasad apud Rendic e Ruf,
1988), e do angioedema hereditario, para diminuir a freqiiéncia e a severidade
das crises (Sanofi-Synthelabo, 1999). Este EAA é usado por praticantes de
musculacdo, geralmente em combinacdo com outros agentes anabolizantes,
assim como com suplementos, que melhoram o condicionamento fisico, sendo
listado entre os anabolizantes mais utilizados por homens e mulheres
fisiculturistas (Tricker et al., 1989; Manetta e Silveira, 2000; Mottram e George,
2000; Iriart e Andrade, 2002; Silva et al., 2002; Santos et al., 2006).

Organismos vivos expostos a agentes xenobidticos apresentam
respostas biolégicas (farmacol6gicas ou tdxicas) que geralmente dependem da
conversao da substancia absorvida em um metabdlito ativo ou ndo (Oshima-
Franco e Franco, 2003). A biotransformacao de agentes xenobidticos ocorre no
interior das células, promovidas por enzimas que modificam estas substancias,
geralmente lipossoluveis, em estruturas polares, soliveis em agua e de facil
eliminagdo (Meyer, 1996). Os agentes xenobidticos podem, na
biotransformacéo, ser inativados, ou gerar metabdlitos com maior atividade ou
com propriedades toxicas, mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas
(Oshima-Franco e Franco, 2003).

As enzimas microssomais do figado, citocromo P450, formam uma
grande familia de hemoproteinas envolvidas especialmente no metabolismo de
substancias (agentes xenobibticos), como também na biossintese de lipideos,
esterdides, vitaminas e outros metabdlitos naturais das células (Chefson e
Auclair, 2006), sendo essenciais para todo organismo vivo, tanto procariontes
quanto eucariontes (Nebert e Gonzalez, 1987; Nebert et al., 1989).

Interagbes entre o estanozolol e enzimas citocromo P450, obtidas de
figado de roedores, formando um complexo com alta afinidade de ligacao, sao
descritas por Rendic e Ruf (1988). Nakajin et al. (1989) relatam a inibicao de
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enzimas citocromo P450 de testiculos de suinos, devido a interacdo com o
estanozolol.

Efeitos adversos, tais como efeitos carcinogénicos, tém sido atribuidos a
tratamentos com horménios androgénicos como o estanozolol (Sanofi-
Synthelabo, 1999) e outros derivados de horménios sexuais como estradiol,
testosterona (Carrasco et al., 1985; Taylor, 1987; Anthony, 1988; Froehner et
al., 1999; Socas et al., 2005; Bosland, 2006; Giannitrapani et al., 2006; Ricke et
al., 2006; Gorayski et al., 2007). No entanto, ndo ha na literatura especializada,
trabalhos que comprovem os efeitos genotdxicos e carcinogénicos destas
substancias.

A Drosophila melanogaster € um organismo eucarionte muito bem
caracterizado genéticamente, que apresenta curto periodo de geragéo,
pequeno numero de cromossomos, € sistema enzimatico (citocromo P450)
semelhante ao de mamiferos (Baars, 1980 apud Graf et al, 1984). A D.
melanogaster é utilizada na detecgcdo de agentes genotdxicos diretos e
indiretos, por meio do teste de mutacdo e recombinacdo somatica (“Somatic
Mutation and Recombination Test” — SMART), desenvolvido por Graf et al.
(1984), um teste rapido, barato e que produz resultados confiaveis, inequivocos
e altamente reproduziveis.

A influéncia do sistema enzimatico citocromo P450, na atividade
genotdxica de agentes quimicos, pode ser verificada pelo SMART devido a
utilizacdo de dois tipos de cruzamentos distintos: 1] cruzamento padrao (ST)
(machos da linhagem "mwh" (mwh +/ mwh +) cruzados com fémeas virgens da
linhagem "flr®" (+ I’/ + TM3, Bd®) (Graf et al., 1984, 1989); 2] cruzamento de
alta capacidade de bioativagdo metabdlica (HB) (machos "mwh" (mwh +/ mwh
+) cruzados com fémeas virgens "ORR; fIr*" (ORR/ORR; + fI’ / +TM3 Bd®)
(Graf e van Schaik, 1992). A linhagem "ORR,; fIr*" difere da linhagem "flr*" por
apresentar os cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon R,
construida por Frélich e Wargler (1989), com genes para resisténcia ao DDT, e
uma maior expressao das enzimas citocromo P450 (Hallstréom e Blanck, 1985
apud Graf e van Schaik, 1992), as quais sao responsaveis pela metabolizacao
e ativacdo de promutagenos e procarcinégenos (Dapkus e Marell, 1977 apud
Guzman-Rincoén e Graf, 1995).
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Este trabalho teve como objetivo avaliar a genotoxicidade do WIN,
isoladamente, e os seus efeitos moduladores, quando associado ao pré-
mutageno etilcarbamato (uretano - URE), por meio do SMART de asa de D.

melanogaster.
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Material e métodos
Agentes quimicos

Winstrol  Depot®  (WIN), estanozolol  (7B-hidroxi-17-metil-5a-
androstano[3,2-c]pirazol; C1H32N-O; massa molecular 328,49; CAS N° 10418-
03-8; apresentado na forma de solucdo injetavel, em ampolas de 1mL;
distribuido por Zambon Laboratérios Farmacéuticos LTDA., S&o Paulo - SP —
Brasil. Etilcarbamato (Uretano - URE); (CsH;NO2/NH,COOC,Hs; massa
molecular 89,09; CAS N° 51-79-6; fabricado por Fluka Chemie AG (Buchs,
Switzerland). As substancias quimicas foram diluidas em agua destilada estéril,
imediatamente antes do uso. A Figura 3.1 mostra as formulas estruturais do
WIN e URE.

Linhagens de moscas, cruzamentos e tratamentos

Foram utilizadas as linhagens de Drosophila melanogaster "multiple wing
hairs" (mwh), flare® (fir’) e "Oregon R, flare®" (ORR; fIr). A linhagem "mwh"
(com constituicdo genética y; mwh jv) possui o marcador mwh que se localiza
no cromossomo 3 (3-3,0) e que tem sua manifestacao fenotipica caracterizada
por trés ou mais pélos por célula da asa. A linhagem "flr*" (de constituicdo
genética fI’ / In(3LR)TMS3, ri p° sep 1(3)89Aa bx** e Bd®) possui o marcador
flr’, também no cromossomo 3, numa posicdo mais proximal (3-38,8) e sua
manifestagao fenotipica é caracterizada por um pélo modificado em forma de
chama. Sendo o marcador fI’ letal em homozigose, esta linhagem apresenta
um cromossomo balanceador TM3, Bd® (Third Multiple 3, beaded-serrate) que
mantém sua heterozigose (Graf et al., 1984; Guzman-Rincén e Graf, 1995). A
presenca deste balanceador é caracterizada fenotipicamente pela borda
serrilhada da asa e também impede a ocorréncia de recombinagdes, devido a
presenca de multiplas inversdes neste cromossomo (Lindsley e Zimm, 1992,
apud Graf et al., 1996).
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Estas linhagens foram mantidas em frascos de 1/4 de litro contendo
meio de cultura para Drosophila (820mL de agua; 25g de fermento bioldgico -
Sacharomyces cerevisae; 11g de agar; 150g de banana e 1g de nipagin).

Foram realizados os seguintes cruzamentos: 1] cruzamento padrao
(ST) (Graf et al., 1984, 1989), no qual fémeas virgens da linhagem “fIr*” foram
cruzadas com machos “mwh” ; 2] cruzamento de alta capacidade de
bioativacao metabodlica (HB) (Graf e van Schaik, 1992), no qual fémeas
virgens “ORR; flr®” foram cruzadas com machos “mwh”.

Ovos de ambos os cruzamentos foram coletados durante um periodo de
8 horas em frascos contendo uma base sélida de agar (3% de agar em agua) e
uma camada de fermento biolégico (S. cerevisae) suplementado com sacarose.

AplGs 72 £ 4 h, larvas de terceiro estagio provenientes dos cruzamentos
ST e HB foram lavadas com agua corrente e coletadas com auxilio de uma
peneira de malha fina e transferidas para os frascos de tratamento contendo
1,5 g de meio de cultura alternativo (puré de batata instantaneo, Yoki®) e 5 mL
de diferentes concentracdes (0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL) de WIN, isoladamente,
e associadas a URE 0,891 mg/mL. Como controles negativo e positivo foram
utilizados, respectivamente, agua destilada esterilizada e URE (0,891 mg/mL).

Os tratamentos foram realizados em frascos ambar para evitar a
possibilidade de fotodegradacdo dos compostos. As larvas foram submetidas a
tratamento crénico, por um intervalo de tempo de aproximadamente 48 horas,
até o periodo em que estas sobem as paredes do frasco, passando ao estagio
de pupa. Durante esse periodo as larvas permaneceram em condi¢cdes de
temperatura ambiente controlada (25°C) em camara BOD (“Biological Oxigen
Demand”) apropriada para manutengéo de linhagens de D. melanogaster. De
acordo com Katz e Foley (1993), temperaturas abaixo e muito diferentes de
25°C induzem aumentos na freqiiéncia de mutacées espontaneas em

Drosophila melanogaster.
Preparacao das laminas e analise do material

Adultos emergentes portadores dos dois tipos de genétipos trans-
heterozigotos marcados - MH (mwh + / + fIr’) e heterozigotos balanceados - BH
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(mwh + / + TM3, Bd®) foram coletados e conservados em etanol 70%. As asas
foram extraidas das moscas sob microscépio estereoscépico, marca Olimpus®,
utilizando-se um par de pincas entomolégicas. As asas foram fixadas entre
lamina e laminula com solugdo de Faure (30g de goma ardbica, 20ml de
glicerol, 50g de hidrato cloral e 50ml de agua) e analisadas, quanto a
ocorréncia de diferentes tipos de manchas mutantes, em microscépio 6ptico de
luz, marca Olimpus®, com aumento de 400 X.

Os adultos sdo diferenciados fenotipicamente, pois o marcador TM3, Ba®
provoca, durante a metamorfose, um recorte na borda das asas, deixando-as
com aspecto serrilhado, enquanto que os adultos trans-heterozigotos

apresentam a borda da asa lisa (Graf et al., 1984).
Analise estatistica

Durante a leitura das laminas foi registrado o numero de manchas
mutantes, assim como o tipo e tamanho das mesmas. A analise estatistica dos
experimentos de genotoxicidade foi feita de acordo com o teste do X? para
proporcdes, bicaudal, com nivel de significancia: a=B=0,05 de acordo com Frei
e Wirgler (1988). Para avaliar o efeito modulador da genotoxidade, as
freqiéncias de cada tipo de mancha por mosca foram comparadas aos pares
(i.e. URE isoladamente vs. URE associado ao WIN) empregando o teste-U, ndo
paramétrico, de Mann-Whitney e Wilcoxon, de acordo com Frei e Wirgler
(1995).
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Resultados e discussao

O EAA derivado sintético da testosterona, Winstrol Depot® (WIN),
investigado neste trabalho, foi escolhido devido a sua ampla e indiscriminada
utilizagdo por atletas e fisiculturistas, sem conhecimento dos seus possiveis
efeitos adversos. Para avaliar o potencial genotéxico do WIN, foram usadas
duas versdes do SMART de asa em D. melanogaster (cruzamentos padrao —
ST; e cruzamento de alta capacidade de bioativagdo metabdlica - HB), em dois
experimentos repetidos. Os resultados obtidos foram agrupados, apos verificar
que nao havia diferengas, estatisticamente significativas, entre os experimentos
individuais.

Os resultados obtidos na analise dos descendentes trans-heterozigotos
marcados (MH) dos cruzamentos ST e HB, tratados com diferentes
concentracbes de WIN (0,625; 1,25; e 2,5 mg/mL), isoladamente, e os
controles negativo (dgua destilada estéril) e positivo (URE), estao
apresentados, respectivamente, nas Tabelas 3.1 e 3.2.

As freqiéncias de manchas mutantes (simples pequenas, simples
grandes, gémeas, e o total de manchas), observadas nos tratados com as
diferentes concentracées de WIN, em ambos os cruzamentos, comparadas
com as freqiiéncias de manchas mutantes observadas no controle negativo,
foram estatisticamente nao significativas (a>0,05).

Assim sendo, nestas condi¢cdes experimentais, WIN ndo é um agente
genotoxico (mutagénico; clastogénico ou recombinogénico) direto ou indireto
(pré-mutageno), quando analisado por meio do teste de deteccao de mutacéao e
recombinacao somatica em células de asas de D. melanogaster. Os resultados
negativos encontrados no cruzamento HB permitem concluir que as enzimas
citocromo P450, altamente expressas na linhagem “ORR; fIr*” ndo interferem
no potencial genot6xico do WIN.

Apo6s comprovar que WIN ndo possui efeitos genotéxicos em células
somaticas de D. melanogaster, e diante de informagdes prévias de que WIN
interage com enzimas citocromo P450, inibindo-as (Rendic e Ruf, 1988;
Nakajin et al, 1989), foram analisadas as séries tratadas com diferentes
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concentracdes de WIN (0,625; 1,25; e 2,5 mg/mL) associadas a URE (0,891
mg/mL).

Os resultados obtidos na analise dos descendentes MH dos
cruzamentos ST e HB, das séries co-tratadas com diferentes concentracdes de
WIN e URE, estao apresentados, respectivamente, nas Tabelas 3.1 e 3.2. Os
controle negativo (dgua destilada estéril) e positivo (URE) sdo os mesmos das
séries tratadas com WIN isoladamente, uma vez que todos os tratamentos
foram realizados simultaneamente.

Para a analise estatistica, os resultados observados nas moscas
tratadas com WIN combinado com URE foram comparados com os dados dos
correspondentes controles positivos. No cruzamento ST (Tabela 3.1), o
tratamento simultaneo, entre todas as concentracdes de WIN e URE, mostrou
um efeito inibitério significativo contra a freqiéncia de manchas simples
pequenas e no total de manchas. Para as freqiéncias de manchas simples
grandes e gémeas, foram encontradas diferencas estatisticamente
inconclusivas para todas as concentragdes de WIN associadas com URE,
assim como para URE isoladamente.

No cruzamento HB (Tabela 3.2), o tratamento com URE, isoladamente,
mostrou aumento estatisticamente significativo para todas as categorias de
manchas mutantes, quando comparado com o controle negativo (agua
destilada estéril). Os co-tratamentos de URE com todas as concentracdes de
WIN, mostraram efeito inibitério significativo contra as freqiéncias de todas as
categorias de manchas mutantes, assim como no total de manchas.

Comparando-se os resultados obtidos nos tratamentos com URE em
ambos os cruzamentos (ST e HB), apresentados respectivamente nas Tabelas
3.1 e 3.2, encontra-se uma diferenca estatisticamente significativa entre os
cruzamentos. Este dado é justificado pelo fato do URE ser uma substancia que
apresenta propriedades pré-mutagénicas muito bem estabelecidas, sendo
estas, potencializadas pela acao metabdlica do sistema enzimatico citocromo
P450 (Frélich e Wurgler, 1990; Graf e van Schaik, 1992; Abraham e Graf, 1996;
Dogan et al., 2005).

Os aumentos estatisticamente significativos (a<0,05) observados nas

freqiéncias de manchas mutantes nos tratados com URE, quando comparado
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com as freqiéncias de manchas mutantes observadas no controle negativo,
possibilitam afirmar que os resultados negativos obtidos com WIN, tanto em ST
quanto HB sao resultados legitimos e nao deficiéncia ou artefato da
metodologia empregada.

N&ao foram encontrados relatos na literatura de estudos de genotoxidade
com WIN. No entanto, trabalhos com outros horménios esterbides, e seus
derivados sintéticos, também nao apresentaram acdo mutagénica em testes de
aberragdes cromossémicas em linfécitos humanos, e microntcleos em medula
6ssea de camundongo (Reimann et al, 1996) e testes com
Salmonella/microssoma e linhagens de células V79 de hamster chinés (Lang e
Redmann, 1979; Lang e Reimann, 1993).

A inibicdo dos efeitos genotdxicos do URE pelo WIN, observada tanto
em ST quanto HB, pode estar relacionada a interacdo do WIN com o citocromo
P450, descrita por Rendic e Ruf (1988) e Nakajin et al. (1989). Os individuos
descendentes do cruzamento ST, mesmo apresentando as enzimas do
complexo citrocromo P450 em expressdes mais baixas, também sao afetados
pela presenca do WIN.

Com base nos percentuais de inibicdo promovidos pelo WIN sobre os
efeitos de URE, obteve-se os indices de correlacao para os descendentes MH
do cruzamento ST (r = 0,981981); e do cruzamento HB (r = 0,95514). Uma vez
comprovada a correlagdo existente, determinou-se a regressao linear, que
representa uma aproximacao das correspondentes curvas de dose-resposta,
apresentadas na Figura 3.2.

Os coeficientes de correlacdo entre o percentual de inibicdo na
frequéncia total de manchas e as diferentes concentragbes de WIN associadas
ao URE, foram altamente significativos para os descendentes do cruzamento
ST e HB, mostrando uma relacao de resposta diretamente proporcional a dose,
0 que é confirmado pelas retas ascendentes obtidas nas regressdes lineares
de ambos os cruzamentos.

As frequéncias de distribuigdo dos tamanhos de manchas mutantes
(numero células mutantes/mancha) observadas na analise dos descendentes
MH, provenientes dos cruzamentos ST (A) e HB (B), dos grupos controle
negativo (agua destilada estéril), controle positivo (URE 0,891mg/mL) e grupos
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tratados, sdo apresentadas na Figura 3.3, para as diferentes concentracdes de
WIN isoladamente, e na Figura 3.4, para as diferentes concentracées de WIN
associadas ao URE, com predominancia de manchas com apenas uma célula
mutante, e um decréscimo gradual, de acordo com o aumento do tamanho das
manchas, para todos os tratados com as diferentes concentracbes de WIN
isoladamente ou associadas ao URE.

Com relagdo a distribuicdo no tamanho de manchas mutantes, foi
verificado que os individuos MH, de todas as séries analisadas (tratados e
controles), apresentam uma predominancia de manchas pequenas, sobre
manchas grandes. Estes resultados estdo de acordo com Graf et al. (1984) e
Spand et al. (2001), que descreveram que um tratamento de 48h implica na
predomindncia de manchas pequenas de uma célula, sobre as demais
manchas.

A acdo inibitéria do WIN sobre a atividade genotéxica do uretano,
relacionada a sua interagdo com o sistema enzimatico citocromo P450, pode
ser um indicio da acao epigenética dos esterdides e seus derivados sintéticos
na carcinogénese, uma vez que a utilizacdo da testosterona e seus derivados
estao relacionados a indugéo de carcinomas em diferentes organismos (Sanofi-
Synthelabo, 1999). A interacdo do WIN com o complexo citocromo P450 inibiria
essas enzimas de atuarem no metabolismo de agentes xenobibticos
carcinogénicos, impedindo o metabolismo, desativagdo e eliminagéo,
causando, desta forma, danos celulares graves e irreversiveis ao organismo.

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que, nas
condigcbes experimentais utilizadas, o WIN, ndo apresenta efeitos genotéxicos,
mas efeitos inibidores contra a acdo genotoxica do URE, em células de asas
de D. melanogaster. A protecdo do WIN deve ser devida, provavelmente, por
inibicdo do sistema enzimdtico citocromo P450. No entanto, estudos
complementares devem ser realizados para uma melhor elucidacdo da

atividade biolégica dos agentes xenobidticos EAA nos diferentes organismos.
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Figura 3.1 - Férmulas estruturais dos compostos: A — Winstrol Depot® (WIN),
estanozolol (Disponivel on-line: http://pt.wikipedia.org/wiki/Estanozolol. Acesso
em 03 outubro 2007); B — Etilcarbamato (uretano — URE) (Disponivel on-line:
http://es.wikipedia.org/wiki/Uretano. Acesso em 03 outubro 2007).
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Tabela 3.1 - Freqiiéncias de manchas mutantes simples pequenas (MSP), simples grandes (MSG) e gémeas (MG) observadas
em asas de descendentes heterozigotos marcados (MH) de D. melanogaster do cruzamento padrdo (ST), obtidas por meio do
teste de mutacado e recombinacdo somatica, apds tratamento crénico (~ 48h) com diferentes concentracdes (0,625; 1,25 e 2,5
mg/mL) do anabolizante estanozolol (WIN), isoladamente, e associado ao uretano (URE) 10Mm, e seus respectivos controles
negativo (agua destilada estéril) e positivo (URE 0,891 mg/mL)

Tratamento Manchas por individuo (n° de manchas) diagndstico estatistico®
C\(I)Vrln;entraljggzs m,\:)osg:s I\:?mng?eass Mancghéa; :;?ples I\ggrr:::ehaass n-:(a)zac!hdaes Total de Inibicao’
[ I = L o
m=29 m=5 m=5 m=2

0 0 54 0,28 (15) 0,04 (02) 0,06 (03) 0,37 (20) 20

0,625 0 61 0,30 (18) i 0,07 (04) i 003 (02) i 0,39 (24) - 24

1,25 0 55 0,36 (20) i 0,07 (04) i 005 (03) i 049 (27) | 27

2,5 0 60 0,27 (16) - 0,07 (04) | 005 (03) i 038 (23) - 23

0 0,891 50 1,32 (66) + 0,12 (06) i 0,04 (02) i 1,48 (74) + 74

0,625 0,891 50 0,90 (45) + 0,06 (03) i 0,06 (03) i 1,02 (51) f+ 51 31,1
1,25 0,891 50 0,74 (37) + 0,04 (02) i 0,04 (02) i 082 (41) + 41 44,6
2,5 0,891 50 052 (26) + 0,06 (03) i 004 (02) i 062 (31) + 31 58,1

4Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicagdo para a avaliagao de resultados significativamente negativos. Nivel de significancia o = B = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.

“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.

dCalculado por [URE isolado — URE + WIN) / URE isolado] X 100, de acordo com Abraham (1994).
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Tabela 3.2 - Freqiiéncias de manchas mutantes simples pequenas (MSP), simples grandes (MSG) e gémeas (MG) observadas
em asas de descendentes heterozigotos marcados (MH) de D. melanogaster do cruzamento de alta capacidade de ativacao
metabdlica (HB), obtidas por meio do teste de mutacao e recombinagdo somatica, apds tratamento crénico (~ 48h) com diferentes
concentracodes (0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL) do anabolizante estanozolol (WIN), isoladamente, e associado ao uretano (URE) 10Mm,

e seus respectivos controles negativo (agua destilada estéril) e positivo (URE 0,891 mg/mL)

Tratamento Manchas por individuo (n° de manchas) diagndstico estatistico®
Concentracoes o 4o Manchas Manchas Manchas Total de
WIN URE moscas pequenas . n Total de Inibiciod
: grandes simples gémeas manchas h nibicao
mg/mL  mg/mL siples 1\b manchas o
(n) (1-2 céls)® (>2 céls) Twhe (%)
m=5 m=5 m=2
m=2
0 0 60 0,50 (30) 0,03 (02) 0,07 (04) 0,60 (36) 36
0,625 0 58 0,34 (20) - 0,07 (04) | 0,02 (01) - 0,43 (25) - 25
1,25 0 64 0,34 (22) - 0,05 (03) | 0,00 (00) - 0,39 (25) - 25
2,5 0 60 0,32 (19) - 0,07 (04) | 0,07 (04) i 0,45 (27) - 27
0 0,891 50 534 (267) + 0,88 (44) + 0,76 (38) + 6,98 (349) + 344
0,625 0,891 50 456 (228) f+ 0,30 (15) + 0,16 (08) + 5,62 (281) f+ 251 19,5
1,25 0,891 50 2,98 (149) + 0,14 (07) + 0,14 (07) + 3,26 (163) + 163 53,3
2,5 0,891 56 152 (85) + 0,11 (06) + 004 (02) + 1,66 (93) + 93 76,2

4Diagndstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1995): +, positivo; f+, fraco positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator de
multiplicagdo para a avaliagao de resultados significativamente negativos. Nivel de significancia o = B = 0,05.

®Incluindo manchas simples flr® raras.
“Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e para as manchas gémeas.
dCalculado por [URE isolado — URE + WIN) / URE isolado] X 100, de acordo com Abraham (1994).
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Figura 3.2. Regressao linear obtida pela correlacdo direta de dose dependéncia no percentual de inibicdo pelas diferentes
concentragcbes (0,625; 1,25 e 2,5 mg/mL) de estanozolol (WIN) nas frequiéncias totais de manchas mutantes por individuos,
induzidas pelo uretano (URE 0,891 mg/mL) em células de asas de descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) de D.
melanogaster dos cruzamentos padrdo (ST) e de alta capacidade de ativacdo metabdlica (HB) em co-tratamentos de
aproximadamente 48 horas.
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Figura 3.3 - Distribuicao das freqiéncias de manchas por classes (nUmero de
células/mancha) observadas em asas de descendentes heterozigotos
marcados (MH) de Drosophila melanogaster dos cruzamentos: A - padréo (ST)
e B - de alta capacidade de bioativagcdo metabdlica (HB), obtidas por meio do
teste para deteccdo de mutacdo e recombinacao somatica, tratadas com as
diferentes concentracdes de Winstrol® (WIN) (0,625; 1,25 e 2,5mg/mL) e seus
respectivos controles positivo (URE 0,891 mg/mL) e negativo (agua destilada

esteéril).
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Figura 3.4 - Distribuicao das freqiiéncias de manchas por classes (nUmero de
células/mancha) observadas em asas de descendentes heterozigotos
marcados (MH) de Drosophila melanogaster dos cruzamentos: A - padréao (ST)
e B - de alta capacidade de bioativagcdo metabdlica (HB), obtidas por meio do
teste para deteccdo de mutacdo e recombinacao somatica, tratadas com as
diferentes concentragdes de Winstrol® (WIN) (0,625; 1,25 e 2,5mg/mL)
associado a uretano (URE) (0,891 mg/mL) e seus respectivos controles positivo
(URE 0,891 mg/mL) e negativo (agua destilada estéril).



