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RESUMO

O consumo nao terapéutico de esterdides anabolicos androgénicos (EAA) tem crescido ao longo
dos anos e entre os diversos efeitos colaterais estdo diversos disturbios do sistema reprodutor
masculino. O presente trabalho objetivou caracterizar as alteragdes morfoldgicas e
morfométricas dos testiculos de ratos adultos submetidos ao “treinamento aerobio de moderada
a elevada intensidade”, associado ou ndo ao Durateston®. Ratos Wistar adultos foram divididos
em quatro grupos (n=10): Sedentario (S), Sedentario EAA (SEAA), Treinado (T), Treinado
EAA (TEAA). Os animais foram tratados com dez administracdes de 5mg/kg de Durateston®,
por 06 semanas. O treinamento durou 06 semanas, 05 dias/semana, variando de 40-60 min e
carga de 50 a 80 %. Ap0s o ultimo treino os testiculos foram fixados com solu¢do modificada
de Davidson e corados pela técnica HE. O peso corporal foi 0 mesmo para o grupo TEAA, mas
reduziu no grupo SEAA e aumentou no grupo T, ambos 5% comparados ao grupo S. Os pesos
médios e liquidos dos testiculos e os IGS do (SEAA e TEAA) foram menores (p<0,05) em
relacdo aos (S e T). As células de Leydig apresentaram reducdo da densidade volumétrica
SEAA (43%) e TEAA (45%) e no volume testicular ocupado (S=57%, T=66%) e celular
individual (S=69%, T=64%). A populacdo de células de Leydig por grama de testiculo foi 60%
maior nos grupos (SEAA e TEAA). A morfométria dos tibulos seminiferos aumento de 5% no
grupo T, e reduziu 10% no TEAA, quando comparados com 0s grupos S e SEAA. Em
comparagdo ao grupo S, o grupo T apresentou aumento da altura do epitélio seminifero10% e
reducdo no numero de células de Sertoli 14% comparado ao grupo S; O grupo TEAA
apresentou reducdo de 18% no comprimento do tubulo seminifero e aumento de (16%) no
numero de espermatides arredondadas por seccao transversal. O indice de células de Sertoli
(ICS) aumentou (27%, 21%) nos grupos (T e TEAA) em relacdo aos (S e SEAA). As células
de Sertoli por testiculo reduziram nos grupos SEAA (17%), T (21%) e TEAA (21%), enquanto
por grama de testiculo aumentou 20% no grupo T e reduziu 26% no grupo TEAA. A producédo
espermatica diaria por testiculo foi menor 20% no grupo SEAA em relagdo ao grupo S. Os
resultados sugerem que o testiculo apresenta alteracdes morfologicas e morfométricas
significativas sob o efeito do treinamento, do DURATESTON®, ou associa¢do de ambos.
Entretanto a producdo espermatica diaria € mantida, indicando que este 6rgdo tem a capacidade
de organizar-se para permitir a producdo de espermatozoide, sendo necessario, no entanto, uma

analise qualitativa dos espermatozoides produzidos.

Palavras-chaves: Rato. Esteroides Anabdlicos Androgénicos. Testiculo. Morfometria



ABSTRACT

The non-therapeutic use of anabolic androgenic steroids (AAS) has grown over the years. There
is a relationship between the use of (AAS) and severe side effects on male reproductive system.
The present study aimed to characterize the morphological and morphometric changes of the
testes of adult rats subjected to "aerobic training of moderate to high intensity", associated or
not with Durateston®. Male Wistar rats were divided into four groups (n = 10): Sedentary (S),
Trained (T), Sedentary AAS (SAAS) and Trained AAS (TAAS). The animals were treated with
ten administrations of 5mg/kg Sustanon ®, for 06 weeks. The training lasted 06 weeks 05
days/wk, ranging from 40-60 min and the workload was determined 50-80%. After the last
training testes were fixed in modified Davidson’s Fluid and stained with HE solution. TAAS
showed the same Body weight to S group, but decreased on SAAS group and increased in the
T group, both 5% was observed. The mean and testis liquid weights and IGS (SAAS and TAAS)
were lower (p <0.05) compared to (S and T). Leydig cells had a reduced volumetric density
SAAS (43%) and TAAS (45%) and total testis volume occupied by the Leydig cell (S = 57%,
T = 66%) and volume of individual cell (S = 69%, T = 64%). The Leydig cells population per
gram of testis was 60% higher in groups (SEAA and TAAS).Morphometry of seminiferous
tubules increased 5% in the T group, and decreased 10% in TAAS compared with the S and
SEAA groups. Compared to the S group, the T group showed increased seminifero epithelial
height of 10% and reduction in the Sertoli cells number 14% compared to the S group; The
TAAS group showed a 18% reduction in the of the seminiferous tubule length and increased
(16%) the number of round spermatids in tubular cross sections. The Sertoli cells index (ICS)
increased (27%, 21%) on groups (T and EVAR) compared to (S and SEAA). The Sertoli cells
number per testis was reduced in SAAS (17%), T (21%) and TEAA (21%) groups, while per
gram of testis increased by 20% group T and reduced 26% TEAA group. The daily sperm
production per testis was 20% lower in SEAA group compared in o the group S. The results
suggest that the testis has significant morphological and morphometric changes under the effect
of training, DURATESTON®, or combination of both. However the daily sperm production is
maintained, indicating that the testis has the ability to be organized to enable the production of

sperm, a qualitative analysis of sperm produced is necessary, however.

Keywords: Rat. Anabolic-Androgenic Steroids. Testis. Stereology
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1 INTRODUCAO

O uso de drogas para melhorar o desempenho fisico tem ocorrido desde o inicio dos
tempos. Os gregos antigos comiam cogumelos e sementes de gergelim para melhorar o
desempenho, e gladiadores romanos usavam estimulantes para aumentar a resisténcia
(PROKOP, 1970). Ha relatos que na antiga Grécia muitos campedes olimpicos teriam ingerido
testiculos de carneiro para obterem melhores resultados (MARTINS et al., 2005).

A primeira referéncia ao uso de hormonios sexuais no esporte ocorreu em 1954, em uma
competicdo de levantamento de pesos em Viena (GHAPHERY, 1995). A partir de 1982,
testosterona e seus derivados passaram a fazer parte da lista de drogas proibidas pelo Comité
Olimpico Internacional (TODD, 1987). No Brasil, estes horménios sdo considerados doping,
segundo os critérios da Portaria n°® 531, de 10 de julho de 1985 do Ministério da Educacdo
(MEC), seguindo a legislacao internacional (LISE et al., 1999).

Atualmente, as drogas mais usadas abusivamente sdo o0s esterdides anabolicos
androgénicos (EAA) (WOOD, 2004). Os EAA representam um grupo de compostos naturais e
sintéticos formados pela testosterona e seus derivados (THEIN et al., 1995). Sdo compostos
muito importantes farmacologicamente no tratamento de varias condi¢des médicas, tais como
déficits de crescimento, distdrbios do sangue e da osteoporose (CLARK et al., 1997;
FEINBERG et al., 1997)

E cada vez mais preocupante o aumento no uso dos EAA entre adolescentes, conforme
detectado em estudos internacionais que relatam que a média de idade de inicio do consumo
esta entre 15 e 18 anos. Em alunos do ensino meédio, 2,8% dos estudantes haviam feito uso de
EAA (MELIA et al., 1996). Esses usuarios administram um ou varios tipos de esteroides
anabolicos androgénicos, em doses 10 a 100 maiores do que a dose terapéutica, sem se importar
com as consequéncias.

De acordo com Kanayama (2009) 30% dos usuarios de EAA que fazem uso crénico
desenvolvem dependéncia, apesar dos efeitos adversos sobre o funcionamento fisico,
psicossocial e ocupacional. Ha relatos de disturbios reprodutivos como supressao de producéo
de testosterona enddgena e gonadrofinas resultando em atrofia testicular, prejuizos na
gualidade, quantidade e mobilidade dos espermatozoides, além de efeitos antiestéticos, como
ginecomastia (EVANS, 2004; MARAVELIAS et al., 2005).

Estudos experimentais tém mostrado reducdo no volume testicular e no comprimento

dos tubulos seminiferos em ratos (NOORAFSHAN et al., 2005), reducdo na populacdo das
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células de Leydig acompanhado por baixos niveis de testosterona e LH (De SOUZA &
HALLAK, 2011), além de efeitos adversos em animais como alteracbes e anomalias na
morfologia celular nas células de Leydig (FEINBERG et al., 1997). Outras evidéncias sugerem
que doses elevadas de EAA podem produzir mudangas no comportamento sexual humano e
animal e na fisiologia e qualidade espermatica (CLARK et al., 1997; WROBLEWSKA,1997).

Dessa forma o presente estudo caracterizou, em ratos adultos, os efeitos do Durateston®
e/ou do treinamento fisico sobre a morfometria do testiculo de ratos wistar adultos. Com base
nos dados anteriormente citados, foram caracterizadas alteracbes morfoldgicas testiculares,
densidade volumétrica dos compartimentos testiculares, processo espermatogénico e producao

espermatica diria.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS (EAA)

Os EAA constituem um grupo de derivados sintéticos da testosterona com propriedades
anabdlicas e androgénicas, atuando tanto no crescimento muscular quanto na masculinizarao,
respectivamente (BARCELOUX & PALMER, 2013)

A testosterona é o horménio esteroide androgénico mais importante produzido pelos
testiculos. No sexo feminino, é produzido em pequena quantidade pelos ovarios, todavia, pode
ser sintetizado pelo cértex da supra-renal em ambos os sexos (SMITH et al., 1985).

De acordo com Evans (2004) a testosteronapossui diferentes fun¢des dependendo do estagio
de desenvolvimento. A secrecdo de testosterona é determinada pelo cromossomo masculino e
acontece nas células de Leydig presentes no compartimento intertubular do testiculo. Durante
a fase embrionaria a sua acdo androgénica é fundamental para o desenvolvimento do fenétipo
masculino (WILSON et al., 1996).

A sintese dos horménios androgénicos tem como base sucessivas oxida¢des da molécula de
colesterol para dar origem a pregnenolona que é a principal precursora dos hormoénios
esteroides. Durante a conversdo da pregnenolona a testosterona, ocorre a formacdo de
desidroepiandrosterona (DHEA) e de androstenediona como observado na Figura 1. (SILVA et
al., 2002). O processo de metabolismo da testosterona endégena envolve a conversédo tanto do
composto estrogénico, estradiol, via aromatase dos esteroides, quanto do androgénico 5a-
dihidrotestosterona, por meio da acdo da via So—esteroideredutase (BARCELOUX &
PALMER, 2013).

oH
GCH,

OH

Estradiol Androstenedione

OH
o o]
CH; CH, CH, ChHy
GH, CH, CH, CH,
s} H e :
H o] H aH ) HO M
Sa-Dinyarolestnsterone SE-Dihydrotestosterone Androsterone Etincholanclone

Figura 1: Esquema representativo da biotransformacdo da testosterona (adaptado de Shahidi, 2001).
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Ap0s 0 nascimento a secrecdo de testosterona so reinicia na puberdade, possuindo ambos
efeitos androgénico e anabodlico, atuando tanto em tecidos alvos reprodutivos quanto nédo-
reprodutivos (SHAHIDI, 2001). De acordo com Blue (1999) as propor¢des maiores da secre¢ao
da testosterona acontecem nos homens na fase da adolescéncia, por volta dos 11 aos 13 anos de
idade. A concentracdo plasmatica no homem adulto normal varia de 300 a 1.000ng/dl e a taxa
de producdo diéria esta entre 2,5 e 11mg (FERREIRA, 1999). Durante a vida adulta a média de
producdo no homem é de 2500 mg de testosterona anual, e um total de 130 g durante 75 anos
de idade (BARDIN,1996). Esse valor médio declina proximo dos 80 anos a aproximadamente
50% do valor médio com 20 anos (SNYDER, 1999). No sexo feminino os niveis de testosterone
circulante sdo tipicamente proximo de 10% dos niveis observados no homem (WILSON, 1996).

A testosterona regula diversos processos fisiologicos no homem adulto incluindo o
metabolismo das proteinas, funcBes cognitivas e sexuais, eritropoiese, lipidios plasmaticos e
metabolismo dsseo (BHASIN et al., 1996).

Efeitos androgénicos sdo responsaveis pelo crescimento do trato reprodutor masculino e
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias, enquanto que os efeitos anabolicos
estimulam a fixacdo de nitrogénio e aumento da sintese proteica (GUYTON & HALL,2002)

A qualidade anabdlica esté relacionada a construcdo do tecido muscular e a androgénica se
relaciona, principalmente, no desenvolvimento das caracteristicas masculinas secundarias ao
sexo e a maturacdo do esperma. Alguns exemplos dessas caracteristicas sdo: surgimento de
pélos facial e corporal, espessamento das cordas vocais, aumento da producdo das glandulas
sebaceas, desenvolvimento do pénis, aumento da agressividade e do interesse sexual
(FERREIRA et al., 2012).

Em meados de 1900 muitas tentativas foram realizadas para a obtencdo de uma substancia
com o potencial similar ao da testosterona e no final da década de 20 tornou-se disponivel o
extrato de testosterona ativo (HARTGEN & KUIPERS, 2004).

O desenvolvimento inicial dos esterdides anabdlicos androgénicos (EAA) se deu na década
de 1930, com o Dr. Charles Koch (FERREIRA et al., 2007). A sua utilizagéo surgiu por volta
da Segunda Guerra Mundial, quando as tropas alemaés utilizaram a testosterona com a finalidade
de aumentar a agressividade dos soldados e, para fins terapéuticos, no tratamento de pessoas
com queimaduras, depressdo, debilidade crbnica e na recuperacdo de grandes cirurgias
(ELLENDER et al., 2005).

O primeiro relato de uso de testosterona para melhoramento do desempenho de atletas no

esporte foi nos anos de 1950 quando a Unido Soviética conquistou trés medalhas de ouro, trés
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de prata e uma de bronze, na competicdo de halterofilismo, apesar de ter sido devastada pela Il
Guerra Mundial (KLUG, 2004).

O treinador de halterofilismo dos EUA, Bob Hoffman, suspeitou que os atletas soviéticos
estavam tomando horménio para aumentar a forca, suspeita essa que foi comprovada pelo
médico da equipe americana Dr. ohn Ziegler, em 1954, no Campeonato Mundial de
Levantamento de Peso em Viena (BOWERS et al, 2009).

Apds a observacao de que a administracdo de testosterona provoca alteracdes significativas
sobre a massa muscular e o peso corporal, quando usados em homens hipogonadicos,
inicialmente, assumiu-se que os andrdgenos administrados a homens saudaveis, em doses
farmacoldgicas, poderiam promover o crescimento de massa muscular a niveis maiores do que
aqueles produzidos pela secrecao testicular normal (FERREIRA et al., 2007).

Acreditava-se que os efeitos androgénicos e anabdlicos eram ac¢des hormonais distintas e
independentes. No entanto, tais efeitos ndo resultam de ac¢des diferentes do mesmo hormaénio,
mas sim representam a mesma agao em tecidos diferentes (RIBEIRO, 2001).

Em 1956, quando o Laboratdrio Ciba criou a metandrosterona comercializada com o nome
de Dianabol, os relatos da eficacia desta droga difundiram-se pela comunidade. Em 1964, nas
Olimpiadas de Toquio, os EAA foram largamente utilizados em diversas modalidades (De
ROSE & NOBREGA, 1999).

Ha mais de 30 anos os EAA penetraram em outros esportes olimpicos, incluindo a natacéo,
0 esqui, o volei, o ciclismo, o handebol, o futebol, entre outros (HOBERMAN & YESALLIS,
1995) Durante a competicdo “Mister America”, em 1972, John Grimek estimou que 99% dos
atletas estreantes fizeram ou faziam uso de esteroides (YESALIS et al., 1993).

O controle de dopagem para deteccdo de EAA foram feitos somente na Olimpiada de
Montreal, em 1976. Isso resultou na desclassificacdo de 19 atletas nos jogos pan-americanos de
1983, com resgate das medalhas e 0 caso mais conhecido de uso de EAA pelo corredor
canadense Bem Jhonson, cujo exame detectou a presenca dos metabdlitos do anabolizante
estanozolol (YOSHIDA et al., 1994).

Observou-se, entdo, um aumento significativo no uso/abuso ilicito dos EAA, conhecido
popularmente como “bombas”, ndo sé por atletas, como também por freqiientadores de
academias, principalmente os jovens adolescentes (LISE et al., 1999)

Existe, em todo o mundo, atualmente, uma preocupacgéo sociogovernamental envolvendo o
abuso de EAA, dentro e fora do cenario esportivo. Varios estudos realizaram levantamentos
epidemioldgicos referentes a essa problematica, podendo assim verificar dados concretos

acerca do tema. Estimou-se, por exemplo, que nos EUA, em 1993, mais de um milhdo de
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pessoas foram usuérios de EAA (YESALIS et al., 1993). Kanayama e colaboradores em 2001,
demonstraram que podiam existir mais de 1,5 milhdes de usuérios de horménios adrenais
freqlientadores das academias nos Estados Unidos.

No Brasil, Conceicdo et al., em 1999, realizaram estudo sobre o uso de EAA por praticantes
de musculagdo das academias de Porto Alegre, demonstrando que 24,3% dos individuos
usavam EAA. Em 34% dos casos os EAAs eram utilizados por vontade prépria, em 34%, por
indicacdo de outros atletas, em 19%, por indicacdo dos amigos, em 9%, por indicacdo de
professores e, em 4% dos casos, sob prescricdo médica. De acordo com (KANAYAMA, 2009)
cerca de 30% dos usuérios de EAA parecem desenvolver uma sindrome de dependéncia,
caracterizada pelo uso de EAA crénico, apesar dos efeitos adversos sobre o funcionamento
fisico, psicossocial e ocupacional. Além de distarbios reprodutivos como supressdo de
producdo de testosterona enddgena e das gonadrofinas, resultando em atrofia testicular,
prejuizos na qualidade, quantidade e mobilidade dos espermatozoides, além de efeitos como
ginecomastia (EVANS, 2004, MARAVELIAS et al., 2005)

2.2 USOS E EFEITOS DOS EAAs

Os esterdides sdo moléculas organicas que possuemum sistema de anéis tetraciclicos
compreendendo, com a excecdo do acido retindico, compostos derivados do colesterol. As
quatro principais classes de horménios esterdides naturais sdo os andrégenos, corticéides,
estrdgenos e progestagenos, sendo a testosterona o principal esteréide androgénico masculino
(LINTELMANN et al., 2003).

Esterdides anabdlicos androgénicos (EAA) sdao compostos sintéticos com estrutura quimica
semelhante a testosterona, apresentando peso molecularde aproximadamente 288 g/mol
(BARCELOUX & PALMER, 2012). Sdo drogas de uso exclusivo na medicina para o
tratamento de diferentes tipos de patologias, causando melhoria das condi¢fes da salde do
paciente, quando administrados corretamente (Da SILVA et al., 2002).

Os EAA foram desenvolvidos para o tratamento de hipogonadismo, uma condicdo na qual
os testiculos ndo produzem testosterona suficiente para o crescimento normal, desenvolvimento
e funcionamento sexual. O hipogonadismo pode ser considerado como primario devido a
disfungdes nas gbnadas ou hipogonadismo secundario por meio de disfuncdes no eixo
hipotalamo-hipofisario-gonadal (GOMES et al., 2005)

Atualmente, para alguns tipos de doencas, além do hipogonadismo, sdo indicados

medicamentos a base de esteroides anabolizantes, como e o caso do micropenis neonatal,
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deficiéncia nutricional ou crbnica, edema angioneurético hereditario e distrofias musculares
(AIDS e doencas reumaticas) (Da SILVA et al., 2002).

A terapia androgénica pode, também, ser utilizada no tratamento da osteoporose, da anemia
causada por falhas na medula 6ssea ou nos rins (De ROSE & NOBREGA., 1999), do cancer de
mama avangado (EBELING & KOIVISTO.,1994), em garotos com estatura exagerada
(CONWAY et al., 2000), e até mesmo em situagBes especiais da obesidade (CORRIGAN,
1999). Estudos tém demonstrado os efeitos doSEAA no tratamento da baixa estatura em
portadores sindrome de Turner (ROSENFELD et al., 1992) e em garotos com puberdade e
crescimento retardados (COWART., 1989). Recentemente, foi demonstrado que a utilizagéo
dos esteroides anabolizantes acelerou o crescimento linear e teve alguns efeitos benéficos no
retardo da fraqueza em pacientes com distrofia muscular de Duchenne (FENICHEL et al.,
2001).

Dentre os efeitos anabolicos dos EAA estdo o aumento da massa muscular, aumento da
concentracdode hemoglobina e hematdcrito, aumento da retengdo de nitrogénio, aumento da
deposicdo de calcio nos 0ssos e adiminuicdo das reservas adiposas sdo alguns dos efeitos
anabdlicos produzidos (GHAPHERY ., 1995).

O efeito anabdlico do EAA é mediado principalmentepor receptores androgénicos
(ARs)que regulam a transcricdo de genes alvo que podem controlar o acimulo de DNA
necessario para o crescimento no musculo esquelético (INOUE et al., 1994).

Entre os mecanismos envolvidos no aumento da massa muscular também destacam-se:
aumento da sintese protéica via RNA mensageiro, através da estimulacdo intramuscular da
expressao do gene para o IGF-I (insulin-like growth factor-1) (URBAN et al., 1995); balanco
nitrogenado positivo; inibicdo do catabolismo protéico; efeitos no sistema nervoso central e na
juncéo neuromuscular e estimulo da formacéo 6ssea e estimulo da eritropoiese (KADI, 2000;
SMURAWA & CONGENI., 2007).

Estudos bioquimicos e anatdmicos demonstram que os EAA tém influéncia significativa na
morfologia e bioquimica muscular e aumento no peso corporal, principlamente pelo aumento
de massa magra, além de retencédo de agua (KUHN, 2002).

H& muitas evidencias que EAAs possuem efeitos anabdlicos positivos sobre o sistema
musculo-esquelético influenciando a massa magra do corpo, o tamanho do masculo, a forca, o
metabolismo de proteinas, o metabolismo dsseo e a sintese de coldgeno (BHASIN et al., 2001).
No entanto, a associacdo dos efeitos apresentados pelos EAA, com o desejo que atletas, em

diferentes modalidades de esporte tém, de melhorar o desempenho para as tarefas que Ihes sdo
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requeridas, tem levado a uma maior procura e utilizacdo ndo terapéutica de EAA no meio
esportivo (BAHRKE & YESALLIS, 2004).

Fatores sociais tém levado jovens a buscar o uso dos EAA, tais como, baixa auto-estima,
perspectiva de se tornar um simbolo sexual, o culto ao corpo, a falsa aparéncia saudavel e causas
de natureza funcional ou profissional (RIBEIRO, 2001; IRIAT & ANDRADE., 2002).

A obsessdo por estes fatores leva os jovens a situagdes de alto risco de doengas como a
anorexia ou bulimia, o uso indevido de esterdides anabolizantes/energéticos (RIBEIRO, 2001)
e alguns deles chegam até a compartilhar seringas, aumentando o risco para a transmissao de
doencas entre os usuérios (FERREIRA et al, 2007).

A grande preocupagdo com o crescimento do uso indevido de EAAentre adolescentes e
praticantes de esportes em geral estarelacionada ao grande numero de efeitos adversos que essas
substancias podem causar nos mais variados 6rgaos e sistemas exibindo efeitos tanto reversiveis
quanto irreversiveis (SCOTT et al., 1996). Dentre os efeitos indesejados os mais documentados
sdo denatureza enddcrina, reprodutiva, hepética, cardiovascular, imunoldgica, musculo-
esquelética e psicoldgica (CONFEN, 1998). Sua acdo tem como alvo direto o hipotalamo e a
hipdfise, promovendo a interrup¢do da producdo de GnRH, FSH e LH, causando uma
diminuicdo na producdo de testosterona natural nos testiculos e também reduzindo ou cessando
a producado de espermatozoides (RIBEIRO, 2001).

E comprovado que a administracio exdgena de EAA, a partir de 15 a 150ml por dia, é
responsavel pela significativa diminuicdo da testosterona plasmatica, o que intensifica 0s
efeitos feminilizantes (FERREIRA et al., 2007). Uma porcentagem de testosterona é convertida
em estrogénio, e alguns andrégenos artificiais possuem também acéo estrogénica estimulando
o crescimento do tecido mamario, conhecido como ginecomastia (RIBEIRO, 2001)

Esse blogueio tem como consequéncia a inibicdo da secrecdo de gonadotrofina e a
conversdo de andrégenos em estrogenos podem provocar atrofia testicular, levando a castracédo
quimica e a azoospermia, além de hipertrofia prostatica (LIZE et al., 1999).

Adicionalmente, durante o uso de EAA as concentracdes séricas de androgenos podem ser
supra-fisiologicamente altas, porém o estado hipogonadotréfico reduz a concentragdo de
testosterona testicular necesséria para a manutengdo da espermatogénese normal. O uso de uma
combinacéo de hCG e esteroides é uma pratica comum entre os usuarios de EAA com o objetivo
de evitar a incidéncia de supressdo de LH apds administracdo de EAA a longo prazo, o que
pode levar a um estado persistente de hipogonadismo e de baixa qualidade do sémen (de
SOUZA & HALLAK, 2011).
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Experimentos em modelos animais tém demonstrado alteracfes nas células de Leydig
induzidas por EAA além de anomalias na morfologia celular (FEINBERG et al., 1997). A
reducdo na populacdo das células de Leydig é acompanhado por baixos niveis de testosterona
e LH (De SOUZA & HALLAK, 2011).

Shokri et al (2010) relatam um aumento significativo na taxa de apoptose apds a
administracdo de nandrolona, aumento claramente amplificado pelo associa¢do com o exercicio
fisico.

Recentemente tém sido avaliada a correlacdo entre apoptose, imaturidade, necrose,
consequéncias geneticas e ultraestruturais com a administragdo de altas doses de EAA em
modelos animais (De SOUZA & HALLAK, 2011).

2.3 ATIVIDADES FISICA E SEUS PRINCIPAIS EFEITOS

Atividade fisica adequada é uma das bases do estilo de vida saudavel. Na verdade, o
exercicio fisico e a pratica esportiva podem estar associado tanto beneficios quanto com
prejuizos para a saude geral e reprodutiva (LUIGI et al., 2012).

A resposta enddcrina ao exercicio e suas consequéncias fisiologicas depende do estado
nutricional do individuo. Quando a demanda metabdlica do exercicio excede a disponibilidade
de combustivel metabdlico, o resultado eventual é a fadiga, e quando a demanda de exercicio
de treinamento excede persistentemente o suprimento de nutrientes na dieta, o resultado
eventual é a doenca. A energia dietética é usada em cinco fungdes fisioldgicas fundamentais:
metabolismo basal, termorregulagdo, crescimento, locomogdo e reprodugdo. A energia
consumida em uma destas funcdes ndo é disponivel para as outras. Em atletas, a quantidade de
energia habitualmente consumida na locomoc¢do pode exceder 0 montante previsto na deita,
desta forma outro processo ndo operaria normalmente. Sob tais condi¢Ges, 0 corpo minimiza a
alocacdo de energia para 0 metabolismo basal e termorregulacdo e atrasa o crescimento e a
reproducdo (LOUCKS, 2006).

Nos ultimos 25 anos, houve um crescimento das pesquisas sobre o efeito do exercicio sobre
0 sistema reprodutivo, e mais recentemente um namero crescente de estudos comecgaram
abordando a relacédo entre exercicio e sistema reprodutor masculino.

Por exemplo, estudos mostram que 0s homens que passaram por treinamento de resisténcia
tém concentracbes anormais de certos hormonios reprodutivos masculinos tais como a
testosterona, ohorménio luteinizante, prolactina (WHEELER et al., 1984; SHANGOLD, 1984).
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E geralmente aceito que o fator mais importante para a melhoria no desempenho humano é
o nivel de treinamento fisico que os atletas sdo submetidos (RAGLIN & BARZDUKAS, 1999;
LEHMANN et al., 1993).

Esse volume de treinamento fisico pode resultar em alteracdes fisioldgicas e adaptacdes que
sdo altamente benéficas para o organismo humano como melhora no débito cardiaco, diferenga
arteriovenosa de oxigénio, aumento de eritrdcitos, reducdo da adiposidade corporal, e outras.
(BROOKS et al., 1993)

Muitos hormonios influenciam o estado de saude, as performances no exercicio/desporto e
adaptacao fisioldgica ao estresse relacionados com o exercicio em atletas (HACKNEY, 2006;
HASANI-RANJBAR et al., 2012). Canali e Kruel (2001) relatam que os horménios hormonio
do crescimento (GH), horménio tireo-estimulante (TSH), adrenocorticotropina,
gonadotropinas, prolactina, vasopressina, oxitocina, hormonio tiredideo, calcitonina, horménio
paratiredideo, catecolaminas, mineralocorticéides, glicocorticoides, eritropoietina, glucagon,
insulina, testosterona e estrogénios, tém seus ritmos ou niveis de producéo e secrecdo alterados
guando o individuo pratica uma atividade fisica. Niveis de testosterona e cortisol sdo alterados
conforme a intensidade e a duracao do exercicio (FAHRNER & HACKNEY, 1998).

O exercicio fisico tem uma gama de efeitos sobre o eixo hipotdlamo-hipé&fise-testiculo, bem
como na fertilidade do homem.A producéo total de espermatozoides esta sob o controle do
sistema enddcrino, em particular, o aspecto do sistema endécrino referida como o eixo de
regulacao hipotaldmico-hipofisario-testicular (HHT) (HACNEY ., 1996).

A producdo de testosterona no homem € controlada pelo eixo (HHT). Esse eixo é composto

pela diade enddcrina hipotalamo-hip6fise, como componente central e um componente
periférico que é o testiculo. O gerador de pulso hipotalamico produz horménio liberador de
gonadotropina (GnRH) de forma episddica, que por sua vez estimula a liberacdo pulsatil do
horménio luteinizante (LH) e este, posteriormente, induz a producéo de testosterona testicular.
Todo esse eixo é operado em um sistema altamente complexo que envolve multiplos feedbacks
negativos e positivos, ilustrado na Figura 2 (BARDIN, 1978; NEWSHOLME & LEECH.
1983).
Os efeitos do exercicio no eixo HHT depende do tipo, intensidade e duracdo do exercicio
realizado e estéo relacionadas a muitos fatores condicionantes endogenos e exogenos como
balanco energético, disponibilidade energética e fatores psicologicos (LUIGI & ROMANELLI.
2012).
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Figura 2: Esquema representativo do eixo hipotalamo-hipofisario-testicular na regulagdo sistema
reprodutivo masculino (adaptado de Hacney, 1996).

O exercicio agudo, dependendo de suas caracteristicas, exige um aumento fisiologico da
testosterona (LUIGI et al., 2012). A maioria dos estudos demonstraram que a testosterona total
e/ou livre foi aumentada de forma aguda imediatamente ap0s exercicios extenuante agudo e/ou
exercicios de resisténcia sub-maxima prolongada e exercicios de resisténcia (CREWTHER et
al., 2006).

Como o mecanismo de aumento da testosterona ainda ndo é bem conhecido, fatores como
padronizacdo do exercicio ou variagdes individuais dos niveis de gonadrofinas podem levar a
quadros de ndo alteracdo, aumento ou raramente, reducdo apds exercicio agudo subméaximo e
méaximo (LUIGI et al., 2002).

Consequentemente, outros mecanismos, tais como possiveis adaptacGes da capacidade

secretora das células de Leydig, adrenérgicos e/ou estimulacdo do lactato, modificacGes da taxa
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de depuracdo, reducgdo de volume plasmético e mudancas no fluxo sanguineo testicular devem
ser investigados (KRAEMER & RATAMESS, 2005).

Estudos sobre os efeitos do exercicio crénico no eixo HHT comparando homens treinados
e ndo treinados em um estado de repouso, utilizando uma abordagem retrospectiva, relatam
uma reducdo na concentragdo de testosterona livre ou total em homens que passaram por
treinamento de resisténcia, e 0S poucos estudos prospectivos mostraram resultados
contraditérios, provavelmente, devido as caracteristicas do periodo de treinamento, a magnitude
do estimulo de treinamento e o volume de carga de treinamento empregado (KRAEMER &
RATAMESS., 2005; GRANDYS et al., 2009). Além do mais tem sido descritas alteracdes de
estado de receptores androgénicos (KRAEMER & RATAMESS, 2005; AHTIAINEN et al.,
2011).

A anormalidade mais bem conhecida no eixo HHT em atletas altamente treinados ou mais
treinados € a reducdo da concentracdo da testosterona sérica livre ou total. A exposicdo ao
treinamento de resisténcia pode induzir concentragfes cronicas do nivel de testosterona basal
de repouso no extremo inferior ao da faixa normal para a idade, ou reduzida de 40 a 80% com
relacdo aos controles sedentarios da mesma idade (exemplo, a condicdo masculina de
hipogonadismo no exercicio), com possiveis consequéncias clinicas devido a reducdo de
testosterona (HACKNEY, 2008).

Tanto o exercicio quanto a participacdo desportiva podem influenciar positivamente ou
negativamente o estado de saude androldgico dependendo do tipo, intensidade e duracdo da
atividade fisica realizada e sobre o estado de satde individual. Além disso, a administracdo de
substancias proibidas como, esteroides anabdlico-androgénicos entre outros, em atletas
competidores e ndo competidores representa a principal causa de doencas androldgicas
iatrogénicas. Os medicos precisam ser orientados sobre as relacdes entre o sistema reprodutivo
masculino e pratica esportiva e sobre o papel do exame pré-participacdo na prevencdo de

doencas androldgicas (LUIGI et al., 2012).

2.4 TESTICULO E ESPERMATOGENESE

Em mamiferos o testiculo, que possui funcGes exdcrinas e enddcrinas, € um 6rgéo de forma
oval ou arredondada, duplo, geralmente localizado no escroto, e pode ser dividido em dois
compartimentos principais: 0 compartimento intertubular ou intersticial, e 0 compartimento de

tubulos seminiferos (Figura 3) (RUSSELL et al.,1990). Encontra-se envolto pela tdanica
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albuginea, a qual é constituida de tecido conjuntivo fibroso e, em algumas espécies por células
contrateis (SETCHELL, 1991). Esta tunica é continua com trabéculas de tecido conjuntivo
formando os septos testiculares que convergem para o interior do testiculo no sentido do
mediastino testicular sendo a quantidade de tecido conjuntivo muito variavel em diferentes
espécies (RUSSELL et al.,1990a) bem como sua quantidade na regido do mediastino testicular
(FRANCA & RUSSEL, 1998; GONDINHO,1999; PAULA, 1999; SILVA JR, 2000). Os
elementos componentes do compartimento intertubular sdo as células de Leydig, vasos
sanguineos e linfaticos, nervos e uma populacédo celular variavel constituida principalmente de
fibroblastos, macrofagos e mastocitos (SETCHELL, 1991).

Apesar de existir grande variacdo entre as diversas espécies quanto ao percentual dos
diferentes componentes deste compartimento (FAWCETT et al.,1973; FRANCA & RUSSELL,
1998; GODINHO, 1999), a célula de Leydig é usualmente o tipo celular mais frequente,
podendo seu percentual nos testiculos de animais sexualmente maduros, no periodo
reprodutivo, variar de aproximadamente 1% em carneiros até cerca de 35% em capivaras
(FRANCA & RUSSELL, 1998; PAULA et al., 1999; HESS & FRANCA, 2007).

‘# Lumen /

Célula de Sertoli

Figura 3: Esquema representativo dos Compartimentos Testiculares. Compartimento Tubular ou de
Tubulos Seminiferos: SG- espermatognias; PSC- Espermatocito primarios; rST- Espermatides
Arredondadas; eST- espermatides alongadas; Célula de Sertoli. Compartimento Intersticial ou Intersticio:
LC- Célula de Leydig; M- Macrofagos; BV- Vasos Sanguineos (adaptado de Schlatt, 1997).
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As células de Leydig caracterizam-se morfologicamente pela grande quantidade de reticulo
endoplasmaético granular desenvolvido e mitocondrias com cristas tubulares (RUSSELL et al.,
1996). Sdo especializadas na producdo de esteroides a partir do colesterol como molécula base
(BARDIN, 1996). Estes andrégenos produzidos sdo principalmente a testosterona e a
diidrotestosterona os quais séo responsaveis pela diferenciacdo do sistema genital masculino e
da genitalia externa na fase fetal (PELLINIEMI et al., 1996). Séo sintetizados sob o estimulo
do LH por meio de receptores para androgenos presentes na membrana das células somaticas
intersticiais, tubulares e da propria célula de Leydig (SCHLATT etal., 1997). S&o responsaveis
ainda, pelo aparecimento dos caracteres sexuais secundarios e a manutengdo quantitativa das
células germinativas a partir da puberdade (SHARPE, 1994), com auxilio do horménio foliculo-
esrtimulante (FSH) na iniciacdo e manutencdo da espermatogénese (RUSSELL et al.,1993;
PLANT & MARSHALL, 2001).

Durante o desenvolvimento testicular diversos fatores, desempenham papel importante na
proliferacdo e diferenciacdo das células de Leydig, podendo ser citados dentre eles IGF-I,
TGFa, TGFB, LH e HCG, hormonios tireoidianos e citocinas produzidas pelos macrofagos
(MENDIS-HANDAGAMA & ARIYARATNE, 2001).

O compartimento dos tubulos seminiferos constitui a maior parte do testiculo, ocupando, na
grande maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquima testicular (FRANCA &
RUSSELL, 1998; HESS & FRANCA, 2007). O epitélio do tdbulo seminifero apresenta dois
tipos celulares de origem embrioldgica diferentes, sendo as células da linhagem germinativas
de origem do epiblasto, enquanto que as células de Sertoli sdo de origem celomatica (KARL &
CAPEL, 1998). Os tubulos seminiferos apresentam em sua divisdo, uma porcéo intermediaria
bem desenvolvida chamada de tabulo contorcido e duas menores periféricas chamadas de
tubulos retos que conectam em sequéncia a rede testicular no mediastino. Esta por sua vez
continua com os ductos deferentes que desembocam no ducto epididimario (AMANN, 1981a;
ILIO & HESS, 1994).

Existe grande variacdo no numero e nas dimensdes (didmetro e comprimento) dos tdbulos
seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos (FRANCA & RUSSELL, 1998). No
camundongo e no rato, existem aproximadamente 20 tdbulos seminiferos por testiculo,
perfazendo no total cerca de 2 metros de comprimento tubular por testiculo (BASCOM &
OSTRUD, 1925, SCHETELL et al., 1994). Enquanto no suino doméstico existem de varias
centenas a alguns poucos milhares de tubulos seminiferos por testiculo e aproximadamente
3000 metros de tubulos no total (FRANCA & RUSSELL, 1998).
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De maneira geral, o valor observado para o didmetro tubular na grande maioria das espécies
de mamiferos estd em torno de 180 um a 300 um, enquanto se observa de 10 a 15 metros de
tubulos seminiferos por grama de testiculo (FRANCA & RUSSELL, 1998; ROOSEN-RUNGE,
1977). Os tubulos seminiferos ndo apresentam vascularizacdo ou inervagédo e sdo constituidos
de tanica prodpria, epitélio e lume. A tunica propria reveste externamente o epitélio seminifero,
sendo constituida por células mioides ou peritubulares além de elementos acelulares (fibras
coldgenas e membrana basal) que juntos formam a membrana limitante do tabulo seminifero
(RUSSELL et al., 1990a, DYM, 1994). As células mioides sdo contrateis, sendo consideradas
responsaveis pela movimentacéo e propulsao de espermatozoides do lume (KARL & CAPEL,
1998; CAPEL, 2000). As células mioides e as células de Sertoli sdo responsaveis pela sintese
da membrana basal que da suporte estrutural tanto para a prépria célula de Sertoli quanto para
as células germinativas presentes no compartimento basal do tubulo seminifero (DYM, 1994).
O lume tubular de animais sexualmente maduros contém o fluido secretado pelas células de
Sertoli bem como espermatozoides recém-espermiados (SCHETELL, 1991).

A espermatogénese consiste em um processo ciclico altamente organizado que ocorre nos
tubulos seminiferos, onde as espermatogdnias diploides se diferenciam em espermatozoides.
Este processo é altamente complexo e bem organizado que ocorre nos tubulos seminiferos
durando cerca de 30 a 78 dias nos mamiferos (FRANCA & RUSSELL, 1998; FRANCA et al.,
1998; HESS & FRANCA, 2007).

Com base em caracteristicas morfolégicas e funcionais, o processo espermatogénico pode
ser dividido em trés fases: (a) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual as espermatogdnias
passam por sucessivas e rapidas divisdes mitoticas; (b) fase meidtica ou espermatocitaria, onde
o material genético € duplicado, recombinado e segregado, sendo esta fase muito importante
para a variabilidade genética entre membros da mesma espécie; e (c) fase de diferenciacéo ou
espermiogénica, na qual células haploides formadas se transformam em células altamente
especializadas e estruturalmente equipadas para alcancar e fertilizar os oécitos (RUSSELL et
al., 1990; SHARPE, 1994). A espermatogénese tem inicio com sucessivas divisdes mitéticas
da espermatogonia tronco antes de se tornar espermatocito. Em seguida cada espermatocito
passa por duas divisdes meioticas e formam espermatides. Em ratos e camundongos, em geral,
cada espermatogbnia tronco se divide nove vezes podendo forma 4100 espermatozoides
(RUSSELL et al., 1990a).

Em animais de laboratério com espermatogénese bem estabelecida, as espermatogdnias
podem ser classificadas em duas categorias basicas de acordo com a presenca e distribuicdo da

heterocromatina: espermatogonias indiferenciadas ou imaturas e diferenciadas ou maduras (DE
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ROOIJ & RUSSELL, 2000; CHIARINI-GARCIA & RUSSELL, 2001). A primeira categoria
pertencem as espermatogonias isoladas (Ais), pareadas (Apr) e alinhadas (Aal), sendo as
isoladas consideradas funcionalmente como espermatogénias tronco. As espermatogoénias
indiferenciadas estéo localizadas em regides especificas do epitélio seminifero denominadas de
nichos (CHIARINI-GARCIA & RUSSELL, 2001; CHIARINI-GARCIA et al.,2001; RYU et
al.,2006). A segunda categoria compreende espermatogonias do tipo A (Al-A4 em varias
espécies de mamiferos), intermediarias (In) e do tipo B, comprometidas com a formacéo dos
espermatozéides. A disposicao da cromatina nuclear é frequentemente utilizada como principal
referéncia para se distinguir os diferentes tipos espermatogoniais, uma vez que a quantidade de
cromatina associada ao envoltorio nuclear aumenta gradativamente da espermatogonia do tipo
A‘isolada até a do tipo B (CHIARINI-GARCIA & RUSSELL, 2001). O esquema a seguir ilustra
a provavel sequéncia das células espermatogénicas em ratos e camundongos, desde a
espermatogonia isolada (Ais) até a formacdo de espermatides: Ais — Apr — Aal(1-4) — Al
— A2 - A3 — A4 — In — B — espermatocitos primarios — espermatocitos secundarios —
espermatides.

Existem consideraveis diferencas em relacdo ao numero de geracdes de espermatogdnias
diferenciadas em mamiferos. No entanto, nas diversas espécies de mamiferos investigadas, este
namero ndo ultrapassa seis geracdes (FRANCA & RUSSELL, 1998; DE ROOIJ & RUSSELL,
2000).

2.4.1 CELULAS DE SERTOLI

O tipo celular mais abundante no tubulo seminifero até o inicio da puberdade é a célula de
Sertoli, no entanto a partir desse estagio sua populacdo permanece relativamente estavel por
toda vida (RUSSELL et al., 1990). A populacdo de células de Sertoli nos testiculos de
mamiferos sexualmente maduros, estdo completamente diferenciadas. A consideravel variacdo
morfoldgica e estrutural da célula de Sertoli durante o ciclo do epitélio seminifero (CES)
demonstra o alto grau de plasticidade desta célula mediante as alteracbes morfoldgicas e
funcionais que ocorrem nas células germinativas, recebendo dessa forma, denominagdes como
célula de suporte, célula de sustentagéo, célula ramificada e nurse cell (FRANCA et al.,1993;
YE et al.,1993; FRANCA & HESS, 2005).

As células de Sertoli possuem nucleo com grande nucléolo tripartido visivel ao microscopio
Optico com massas de heterocromatina associadas se estendendo da lamina basal até o lume do

tubulo seminifero (RUSSELL et al.,1990). Basolateralmente a célula de Sertoli apresenta
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jungdes oclusivas (tight junctions) formando a barreira (Hematotesticular ou Barreira de célula
de Sertoli) composta por dois compartimentos permanentes denominados de compartimentos
basal e adluminal, existindo ainda um transitério chamado de compartimento intermediario
(RUSSELL etal.,1990a). Dessa forma, o compartimento adluminal esta totalmente sob controle
das células de Sertoli, propiciando um microambiente imunoprivilegiado, condicdo
indispensavel ao desenvolvimento do processo espermatogénico (RUSSELL et al.,1990g;
SETCHELL, 1991; SHARPE, 1994). Alem de promover a compartimentalizacdo do tabulo
seminifero, estas células desempenham outras funcdes tais como nutri¢éo, suporte fisico para
as celulas germinativas em desenvolvimento, manutencdo da integridade do epitélio seminifero,
secrecdo de fluido lumial, secrecéo de fatores de crescimento e de proteinas, participacdo na
espermiacdo liberando as espermatides no lume tubular, fagocitose de células germinativas em
degeneracdo e excesso de citoplasma (corpo residual) apés liberacdo das espermatides, além de
esteroidogénese e metabolismo de esteroides (CARREAU et al.,1999; HESS, 2000). As células
de Sertoli ainda sé&o alvo de horménios, mediando a acdo do FSH e da testosterona na
espermatogénese, provavelmente de maneira ciclica (RUSSELL et al., 1990a; FRANCA &
RUSSEL, 1998).

O fluido testicular secretado pelas células de Sertoli em direcdo ao lume tubular possui
substancias importantes para a funcdo epididimaria e maturagdo espermatica, servindo também
de veiculo para o transporte dos espermatozoides (ILIO & HESS, 1994). A secrecdo do fluido
testicular também ocorre em dire¢do ao compartimento intersticial participando de mecanismos
de regulacdo paracrina de outros tipos celulares do testiculo como células mioides, células de
Leydig e células musculares lisas dos vasos (SHARPE, 1994; FRANCA & RUSSELL, 1998;
HESS & FRANCA, 2007).

Durante o processo espermatogénico as células de Sertoli interagem com as células
germinativas de forma bastante complexa, tanto fisica quanto bioquimicamente. Além das
juncgdes de oclusdo as células de Sertoli conectam-se com a lamina basal e com as células
germinativas por meio de especializacdes ectoplasmaticas e complexos tubulo-tubulares tais
como juncOes aderentes (hemidesmossomos e desmossomos) e jungfes comunicantes (gap
junctions) (CHENG & MRURK, 2002). E bastante evidente a necessidade da interacio das
células germinativas com 0s componentes somaticos do testiculo principalmente células de
Sertoli, células de Leydig e células mioides para que 0 processo espermatogénico transcorra de
forma normal e eficiente (RUSSELL et al.,1994; GRISWOLD, 1995; FRANCA & RUSSELL,
1998).
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242 CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO (CSE) E DURACAO DA
ESPERMATOGENESE

Nos tubulos seminiferos de animais sexualmente maduros as células germinativas ndo estdo
organizadas ao acaso e sim em associacOes celulares caracteristicas denominadas de estadios,
0s quais se sucedem com o tempo de maneira bastante ordenada, formando o CES (RUSSELL
et al.,1990a; FRANCA, 1991; GONDINHO, 1999). Na grande maioria dos mamiferos
estudados, exceto alguns primatas, dentre eles o0 homem, o arranjo dos estadios do epitélio
seminifero é segmentar e geralmente apenas um estadio é observado por sec¢do transversal de
tibulo seminifero (SHARPE, 1994). Em uma determinada area de tGbulo seminifero, a
sequéncia de eventos que ocorre entre 0 desaparecimento de uma determinada associacao
celular até o seu reaparecimento caracteriza o ciclo do epitélio seminifero (ROOSEN-RUGEN
& GIESEL, 1950; LEBRLOND & CLERMONT, 1952; CLERMONT, 1972, FRANCA, 1991).
Cerca de 4 ciclos e meio sdo necessarios para que 0 processo espermatogénico se complete em
mamiferos, ou seja, desde uma espermatogoénia do tipo Ais até a liberacdo dos espermatozoides
no lume tubular (AMANN & SCHANBACHER, 1983).

Os estadios do CES podem ser classificados pelo método da morfologia tubular que
estabelece 8 estadios do ciclo baseado na forma e localizacdo das espermatides, presenca de
figuras de divisdo meidtica e no arranjo das espermatides no epitélio seminifero
(BERNDTSON, 1977; FRANCA & RUSSELL, 1998) e pelo método do sistema acrossémico
gue tem como referéncia o desenvolvimento do acrossoma e na morfologia dos ndcleos das
espermatides (LEBLOND & CLERMONT, 1952; RUSSELL et al.,1990). Este método divide
os estadios de forma arbitréria variando para cada espécie entre 6 e 14 estagios (AIRE et
al.,1980, RUSSELL etal., 1990; FRANCA & RUSSELL, 1998; COSTA et al.,2008). A Figura
4 ilustra os 8 estadios do ciclo do epitélio seminifero em jaguatirica.

A duracdo do CES é considerada uma constante biol6gica espécie-especifica que esta sob o
controle do gendtipo da célula germinativa (FRANCA et al.,1998). Para o calculo da duracéo
do ciclo do epitélio seminifero utiliza-se 0 método de injecdo de timidina triciada (FRANCA,
1991; PAULA, 1991; GUIAO-LEITE et al., 2006; BITTENCOURT et al., 2007) ou
bromodeoxiuridina (BrdU) (BALARINI et al., 2011). No momento da injecdo o radioisétopo é
incorporado ao DNA em replicacdo de células em interfase nos tipos espermatogoniais,
encontradas nos diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero, e em espermatocitos
primarios em pré-leptoteno/leptdteno, sendo estes o Gltimo tipo celular a incorporar marcadores

(timidina triciada ou BrdU) em seu ndcleo. A associagdo entre as frequéncias relativas dos
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diferentes estadios do CES e pré-leptoteno/leptdteno marcados sdo pontos de referéncia para a
determinacdo do célculo da duracdo do CES, em associagdo com a frequéncia dos estadios
percorridos apos diferentes tempos de injecdo (CLERMONT, 1972; FRANCA & CARDOSO,
1998; FRANCA et al., 1998a; GODINHO, 1999). Sendo, portanto, possivel determinar a taxa
de producéo espermatica com base no conhecimento dos estadios que compdem o CES em
conjunto com a analise histomorfométrica do testiculo (AMANN & SCHANBASCHER, 1983;
FRANCA, 1991).

Estadio VIII . N B Estadio |

Estadio VII W+ \ Estadio 11

Estadio VI

Figura 4: Montagem fotogréafica contendo os oito estadios do ciclo do epitélio seminifero de capivara
(Hydrochoerus hudrocaeris), uma espécie de roedor. Espermatog6nia (SPTG); espermatogdnia do tipo
A (SPTGA); espermatogdnia do tipo B (SPTGB); célula de Sertoli (S); espermatocito em transi¢do
preleptoteno/leptéteno (PL/L); leptoteno (L); zigéteno (Z); paquiteno P); diploteno (D); placa
metafasica (PM); espermatide arredondada (Ar); espermatide em alongamento/alongada (AL) (Carreta
Jr, 2012).

A duracdo do CES é considerada uma constante bioldgica espécie-especifica que esta sob o
controle do gendtipo da célula germinativa (FRANCA et al., 1998). Para o célculo da duragdo
do ciclo do epitélio seminifero utiliza-se 0 método de injecdo de timidina triciada (FRANCA,
1991; PAULA, 1991; GUIAO-LEITE et al., 2006; BITTENCOURT et al., 2007) ou
bromodeoxiuridina (BrdU) (BALARINI et al., 2011). No momento da injecdo o radioisotopo é
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incorporado ao DNA em replicagdo de células em interfase nos tipos espermatogoniais,
encontradas nos diferentes estadios do ciclo do epitélio seminifero, e em espermatocitos
primarios em pré-leptoteno/leptdteno, sendo estes o Gltimo tipo celular a incorporar marcadores
(timidina triciada ou BrdU) em seu nudcleo. A associacdo entre as frequéncias relativas dos
diferentes estadios do CES e pré-leptoteno/leptdteno marcados sédo pontos de referéncia para a
determinacdo do célculo da duragdo do CES, em associacdo com a frequéncia dos estadios
percorridos apos diferentes tempos de injecdo (CLERMONT, 1972; FRANCA & CARDOSO,
1998; FRANCA et al., 1998a; GODINHO, 1999). Sendo, portanto, possivel determinar a taxa
de producéo espermatica com base no conhecimento dos estadios que compdem o CES em
conjunto com a analise histomorfométrica do testiculo (AMANN & SCHANBASCHER, 1983;
FRANCA, 1991).

2.43 QUANTIFICACAO DA ESPERMATOGENESE

Na quantificacdo da espermatogénese, é fundamental o conhecimento do CES, a
caracterizagdo dos estadios que o compdem, a determinacédo da frequéncia destes estadios, bem
como o calculo da duracdo dos eventos espermatogénicos. Este ultimo parametro é, alias,
essencial para se determinar a producdo espermatica didria de qualquer espécie ou raca.
Normalmente existe correlagdo positiva entre o didmetro tubular e a atividade espermatogénica
do testiculo (FRANCA & RUSSELL, 1998).

A analise da morfofisiologia testicular, especialmente daqueles aspectos relacionados com
a atividade espermatogénica, ¢ fundamental para propiciar uma visao dos efeitos de uma
determinada substancia sobre a funcdo reprodutiva da espécie. De acordo com Amann e
Schanbacher (1983), a biometria testicular deve ser parte integrante de qualquer exame
androldgico ou de experimentos que envolvam a funcéo reprodutiva masculina, possibilitando,
assim, a verificacdo da normalidade dos testiculos e o estabelecimento do potencial de producéo
de espermatozoides, dentre outros parametros. A obtencdo da proporcdo volumétrica entre 0s
diversos componentes do testiculo e do epitélio seminifero, também fornece importantes dados
para se avaliar a funcgéo testicular (RUSSELL et al.,1990b; FRANCA, 1991).

Estudos tém mostrado que o nimero de células de Sertoli por testiculo é o principal fator
na determinacdo da producéo espermatica e do tamanho do testiculo (FRANCA et al.,1995;
ROCHA et al.,1999; MIRANDA, 2002; FRANCA e HESS, 2005). Tal pressuposto baseia-se

no fato de que as células de Sertoli ttm uma capacidade de suporte de células germinativas
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relativamente fixa para cada espécie, e que a populacao deste tipo celular mantém-se estavel
apos a puberdade (ORTH, 1982; ORTH et al.,1988; FRANCA & RUSSELL, 1998), ndo
havendo alteracdo no seu numero ao longo dos estadios do CES (ROOSEN-RUNGE e GIESEL
Jr., 1950; WING & CHRISTENSEN, 1982; FRANCA, 1991; NEVES et al.,2002). Desta
forma, o nimero de células germinativas suportadas por uma tnica célula de Sertoli é a melhor
indicacdo da eficiéncia funcional da célula de Sertoli e da producéo espermética (RUSSELL &
PETERSON, 1984; SINHA-HIKIM et al.,1989; FRANCA & RUSSELL, 1998; FRANCA &
HESS, 2005).

Em termos de eficiéncia da producédo espermatica por unidade de area de tabulo seminifero,
o0 indice mais importante € o nimero de espermatides por célula de Sertoli (RUSSELL &
PETERSON, 1984; FRANCA & RUSSELL, 1998). A producéo espermatica diaria por grama
de testiculo, que depende da estimativa prévia da duracdo da espermatogénese, € uma
abordagem bastante eficaz para se medir a eficiéncia espermatogénica, sendo bastante Util nas
comparaces entre diferentes espécies.

A alta eficiéncia da espermatogénese observada em determinadas espécies de mamiferos é
decorrente principalmente do alto nimero de células de Sertoli por grama de testiculo e alta
capacidade de suporte das células de Sertoli, alto percentual de tibulos seminiferos no testiculo,
maior numero de geracOes de espermatogbnias, baixa perda de células durante a
espermatogénese e curta duracdo do ciclo do epitélio seminifero (FRANCA & RUSSELL,
1998; JOHNSON et al.,2000; FRANCA & HESS, 2005). Dessa forma, o estudo quantitativo
das células que compdem o epitélio seminifero em secc¢des transversais de tubulos seminiferos
é essencial para o entendimento do processo espermatogénico em si, possibilitando valiosas
correlagbes com achados fisioldgicos e bioquimicos (RUSSELL et al.,1990b). Este estudo
permite, ainda, um entendimento mais completo da espermatogénese e também de como a
estrutura testicular se comporta em condi¢Ges experimentais e patoldgicas (FRANCA et
al.,1993).

Portanto, além de permitir a determinacdo do rendimento intrinseco da espermatogénese
(FRANCA et al., 1988), a avaliacdo histoldgica quantitativa dos testiculos torna também
possivel a verificacdo de normalidade ou ndo da espermatogénese, a observagédo do tipo celular
que esta sofrendo degeneragéo, ou mesmo se ocorre degeneragcdo em condigdes fisiologicas ou
experimentais (CLERMONT & MORGENTALER, 1955; RUSSELL et al.,1990b; FRANCA
et al.,1994).

Para avaliacdo da producdo espermética didria, varios métodos podem ser utilizados

(BERNDTSON, 1977), entre eles o método histologico ou histométrico descrito por Amann e
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Almaquist (1962) amplamente empregado no Laboratorio de Morfometria do Departamento de
Anatomia-UFPE por propiciar resultados tdo acurados quanto aqueles obtidos com
metodologias mais tradicionais, tais como o método hemocitométrico e a quantificacdo através

de canulacdo dos ductulos eferentes.

2.5 TESTICULO SOB O EFEITO DE ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS
E/OU ATIVIDADE FISICA:

O Durateston® é um esterdide injetdvel composto da combinacao de 4 tipos de testosterona
(propionato de testosterona, fenilpropionato de testosterona, isocaproato de testosterona e
decanoato de testosterona). E muito utilizado por atletas por ter uma acdo imediata apds a
aplicacdo e manté-la por um longo periodo (SUPER TREINO, 2010).

A aplicagdo de diferentes dosagens de Durateston® sobre os niveis de testosterona
intratesticular e manutencdo da espermatogénese em ratos adultos hipofisectomisados,
demonstrou que a espermatogénese estava incompleta, caracterizada pela auséncia da etapa 15-
19 das espermatides, degeneracdo de alguns espermatdcitos em paquiteno e um rendimento
significativamente mais baixo de espermatogbnias do tipo B, utilizando uma dosagem de
0,2mg/dia. Nos animais tratados com 0,4 a 1mg de propionato de testosterona/dia mostrou
manutencdo completa e maturagdo dos espermatdcitos paquiteno da meiose e espermiogénese.
Entretanto, mesmo com a maior dose de propionato de testosterona (1mg/dia), a producéo total
de espermatogonias do tipo B foi de apenas cerca de 58% dos controles intactos. Conclui-se que
pelo menos 0,4mg/ dia de propionato de testosterona exdgena é essencial para a manutencdo
qualitativa da espermatogénese em ratos (CHOWDHURY & TCHOLAKIAN, 1979).

Estudo em humanos, onde uma dosagem de 50mg/dia de propinoato de testosterona, por 10
e 25 semanas, resultou na reducdo rapida de LH a niveis indetectaveis, da testosterona testicular
e da producdo de espermatozoides, entretanto ouve um aumento da testosterona plasmatica.
Sabendo que alta concentracdo de testosterona testicular é necessaria para a espermatogénese
normal, foi concluido que a causa da depressdo da espermatogénese em homens dado ao
propionato de testosterona, ocorre pela reducdo marcante da testosterona testicular (MORSE et
al.,1973).

Inicialmente as pesquisas envolvendo a agdo do exercicio sobre o sistema reprodutivo
humano se concentraram mais em individuos do sexo feminino do que em atletas do sexo

masculino, pois aquelas apresentavam sintomas tais como anormalidades menstruais, enquanto
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estes necessitavam de um fator fisico extremo para comprometer efetivamente a reproducéo
(HACKNEY, 1996).

O exercicio fisico tem varios efeitos sobre o0 eixo hipotalamo-hipofise-gonadal e sobre a
fertilidade, em funcéo do tipo, intensidade e duracdo da atividade. A evidéncia sugere agora
que os homens que participam de treinamento de resisténcia cronica apresentam graus leves de
anormalidades no sistema reprodutivo. As principais anormalidades observadas sdo: reduzidos
niveis basais de testosterona, liberacdo hipofisaria alterada do horménio luteinizante e da
prolactina, e caracteristicas dos espermatozoides alterados (HACKNEY, 1996).

A literatura indica que atividade fisica influencia negativamente o fluido seminal em atletas
saudaveis com um alto nivel de treinamento, e ainda que o treinamento leve em atletas com
varicocele favorece o surgimento de alteracdes testiculares e/ou espermaticas (LUIGI &
ROMANELLLI, 2008).

Segundo Shokri e outros (2009) a combinacao experimental de exercicio e tratamento com
esteroides anabdlicos androgénicos reduzem o peso dos testiculos e de outros Orgaos
reprodutivos acessorios, sendo conmprovado aumento da apoptose de células

espermatogénicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Caracterizar a acdo do tratamento com esterdide anabolico androgénico (EAA) em
associado a atividade fisica do tipo “treinamento aerébio de moderada a elevada intensidade”,

no testiculo de ratos Wistar adultos.

3.2 ESPECIFICOS

e Verificar a influéncia do esterdide anabolico androgénico (EAA)no
desenvolvimento corpéreo, testicular e indice gonadossomético por meio de
medidas de peso;

e Analisar a morfometria macro e microscopica dos testiculos, incluindo proporgoes
volumétricas entre componentes do parénguima testicular, didmetro tubular, altura
do epitélio e comprimento total dos tubulos seminiferos;

e Determinar o nimero de ceélulas do epitélio seminifero (células de Sertoli e
espermatides arredondadas) em seccdes transversais de tubulo seminifero em
estadio | do ciclo do epitélio seminifero;

e Determinar as relagdes quantitativas entre células da linhagem espermatogénica e
celulas de Sertoli;

e Calcular a producdo espermatica diaria através do método histométrico (histologia
quantitativa do testiculo);
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CAPITULO 1

“EFEITO DO DURATESTON® E/OU DO TREINAMENTO FISICO SOBRE A
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RESUMO

Tem sido demonstrado que esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) agem negativamente
sobre a fisiologia humana e animal, entretanto estudos morfométricos do testiculo tém recebido
pouca atencdo. O presente estudo objetivou avaliar o efeito do Durateston® e/ou treinamento
fisico na morfometria testicular de ratos. Ratos adultos foram divididos em quatro grupos
(n=10): Sedentario (S), Treinado (T), Sedentario-EAA (SEAA), Treinado-EAA (TEAA). Os
animais foram tratados com 5mg/kg de Durateston® via intramuscular, por 06 semanas,
totalizando 10 aplicacbes. O treinamento ocorreu 05 dias/semana por 06 semanas, tempo
variando de 40-60 min com carga de 50% a 80% da capacidade maxima. O estudo morfometrico
testicular mostrou aumento do peso corporal no grupo SEAA e reducdo no T, ambos na ordem
de 5%. O IGS dos grupos SEAA e TEAA foram menores (p<0,05). O tratamento com 0 EAA
reduziu tanto o volume testicular das células de Leydig (SEAA=57%, TEAA=66%), quanto o
volume individual desta célula (SEAA=69%, TEAA=64%), entretanto a populacdo por grama
de testiculo aumentou 60% nos grupos SEAA e TEAA. O comprimento do tdbulo seminifero
reduziu 18% no grupo TEAA. O indice de células de Sertoli aumentou nos grupos T (27%) e
TEAA (21%). O namero de células de Sertoli por grama de testiculo reduziu 20% no grupo T
e aumentou 26% no grupo TEAA. A producdo espermatica diaria por testiculo reduziu 20% no
grupo SEAA. Entretanto a producéo espermatica diaria por grama de testiculo foi 27% menor
no grupo T e 50% maior no grupo TEA. O testiculo apresenta alteracdes morfolégicas e
morfométricas significativas sob o efeito do treinamento e tratamento, em separado ou
associado, entretanto a producao espermatica diaria foi mantida.

Palavras-chave: Rato; Esteroides Anabdlicos Androgénicos;Testiculo; Morfometria.
ABSTRACT

Anabolic-androgenic steroid (AAS) compounds have adverse effects on human and animal

physiology and sperm quality, but testis quantitative structural changes have received less
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attention. The present study was conducted to evaluate the effects of DURATESTON® and /or
swimming training on testis stereological data. Adult rats were divided into four groups (n =
10): Sedentary (S), Trained (T), Sedentary AAS (SAAS), Trained AAS (TAAS). The animals
were treated with 5mg/kg of DURATESTON® intramuscularly for 06 wk a total of 10
applications. The exercise training was performed 05 days/week for 06 wk, time varying from
40-60 min, workload was determined 50-80% to maximal load. The testicular stereological
study showed increased body weight in SAAS group and reduction in T group, both 5%. The
IGS was lower on (SAAS and TAAS) (P <0.05). Reduced volume and volume occupied by
Leydig cells in the testis parenchyma (S = 69%, T = 64%), (S =57%, T = 66%), however the
population per gram of testis increased 60% in both groups (SAAS and TAAS). The CTS
reduced 18% in TAAS group. The Sertoli cells index (ICS) increased (27%, 21%) groups (T
and TAAS). Sertoli cells per gram of testis decreased 20% in the T group and increased by 26%
in TAAS group. The daily sperm production per testis decreased 20% in the SAAS group.
However the daily sperm production per gram of testis was 27% lower in (T) group and 50%
greater (TAAS). The testis shows significant morphological and morphometric changes under
the effect of training and treatment, singly or in combinated, however, daily sperm production
was maintained.

Keywords: Rat; Anabolic-Androgenic Steroids, testis; Stereology.

INTRODUCAO

Identificada primeiramente em 1935, a testosterona é o principal hormdnio androgénico,
responsavel pelo desenvolvimento do fenotipo masculino gragas aos seus efeitos androgénicos
masculinizantes e da propriedade anabdlica, responsavel pelo aumento da massa muscular

(Dotson e Brown, 2007). As modifica¢fes estruturais na molécula de testosterona foram
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introduzidas na década de 1950 para aumentar os seus efeitos anabdlicos e minimizar os efeitos
androgénicos, resultando na familia de esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) (Kicman,
2008). Por serem derivados quimicos e farmacoldgicos da testosterona sdo também utilizados
em diversas condicBes clinicas como hipogonadismo, disfuncdo sexual, contracepcéo,
osteoporose e envelhecimento. No entanto o uso clinico dos androgénios resultou no uso para
além da indicacéo esperada e hipogonadismo (Janjic et al., 2012).

Introduzidos tanto no esporte de alto rendimento profissional quanto na pratica esportiva
amadora, atualmente os compostos EAA estdo entre 0s medicamentos mais amplamente
utilizados com o objetivo de melhorar a capacidade atlética, aparéncia, ou a massa muscular
(Clarck et al., 1997). As doses e as combinagdes desses compostos utilizados por atletas séo
normalmente muito maiores do que as doses terapéuticas (10 - 100 vezes) (Noorafshan et al.,
2005).

A administracdo de doses suprafisioldgicas de EAA apresentam efeitos adversos em
roedores demonstrando que a exposicdo a EAA, em doses similares aos niveis observados no
uso humano excessivo produz alteragbes significativas na agressdo, ansiedade e
comportamentos sexuais: todos comportamentos observados em individuos que fazem o uso
abusivo de esteroides (Clark e Henderson, 2003).

Por derivarem da testosterona, os EAA anabolizantes afetam diretamente o eixo
hipofisario-gonadal masculino. O hipogonadismo pode ser induzido, sendo caracterizado pela
reducdo da concentracdo sérica de testosterona, atrofia testicular e prejuizos na
espermatogénese (Karbalay-Doust et al., 2007).

Administracdo EAA altera a producdo enddgena normal de testosterona e
gonadotrofinas (Clark et al., 1997; Kostic et al., 2011), que por sua vez pode afetar a ultra-
estrutura dos testiculos (Naraghi et al., 2010). Ha relatos de aumento significativos nos niveis

de apoptose de células espermatogénicas apos administracdo de EAA (Shokri et al., 2009).
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Tanto exercicio fisico quanto androgenos exdgenos sdo conhecidos por exercerem
alteracdes subclinicas nos tecidos reprodutivos masculinos. EAA e exercicio de resisténcia
podem induzir algumas alteracdes subclinicas no eixo hipotalamo-hipofise-génada. Tais
mudancas incluem, principalmente, a reducdo dos niveis circulantes de testosterona total e livre,
bem como o horménio luteinizante (LH) (Feinberg et al., 1997). Shokri et al. (2009) relataram
um aumento significativo, claramente amplificado pelo exercicio fisico, nas taxas de apoptose
apos administracao de nandrolone.

Alguns autores tomaram como parametros base o comprimento testicular (Pope e
Katz,1994) e a largura dos testiculos (Koskinen et al., 1997) como medidas para a avaliacao
testicular apds injecdes de anabolizantes androgénicos, e observaram uma reducéo significativa
desses parametros

As evidencias sugerem que a administracdo de EAA causam mudancas no
comportamento sexual humano e animal, bem como na fisiologia e na qualidade espermatica
(Clarck et al., 1997; Woroblewska, 1997). Entretanto os efeitos combinados do treinamento
fisico associado a doses suprafisiol6gicas de andrdgenos exdgenos na histomorfometria
testicular tem se restringido a analises morfométricas muito simples

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a combinacdo entre natacéo
(treinamento aerébio de moderada a elevada intensidade) e tratamento com EAA, sobre o
processo espermatogénico, morfologia e morfometria do testiculo de ratos adultos.
MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados 40 ratos da linhagem Wistar machos adultos com aproximadamente 120
dias de idade provenientes do biotério de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Durante todo tratamento os animais foram

mantidos em gaiolas coletivas com dieta de manutencdo (Labina® - Purina) e 4gua ad libitum,
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com temperatura controlada a temperatura de 22+2 °C e ciclo invertido diario de 12 horas de
claro e 12 horas de escuro (5:30h — 17:30h), no biotério do Departamento de Anatomia do
Centro de Ciéncias Bioldgicas (CCB) da UFPE. A realizacdo do protocolo experimental foi
submetido e aprovado, seguindo as resolucdes especificas da Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPE (CCB — processo n° 23076.012393/2011-87).

Grupos experimentais

Para avaliar a influéncia do treinamento aerdbio de moderada a elevada intensidade
(natacdo), associado ao tratamento com EAA na espermatogénese os animais foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos (N=10/grupo): Sedentério (S), Sedentario EAA (SEAA),
Treinado (T), Treinado EAA (TEAA). Os animais foram tratados com doses suprafisioldgica
de 5mg/kg (Cunha, 2005) de Durateston®. A via de administracao utilizada foi a intramuscular,

por um periodo de 06 semanas, com administracdes a cada 03 dias, até atingir dez aplicaces.

Protocolo do treinamento fisico

Durante a primeira semana 0s grupos selecionados para o treinamento foram aclimatados
ao meio liquido por um periodo de quatro dias, durante quinze minutos diarios, antes da
avaliacdo da capacidade aerdbia. Ap6s a primeira semana os animais foram submetidos a um
protocolo de carga progressiva até exaustdo para avaliacdo da capacidade aerobia, realizado 48
horas apds o periodo de aclimatacdo. Antes da realizacdo do teste de carga progressiva, 0S
animais foram pesados para que, a partir da massa corporal dos mesmos, fossem confeccionadas
sobrecargas correspondentes a 2% da massa corporal. O teste foi realizado individualmente, na
mesma raia, com agua na temperatura de 31 + 1° C. A partir do momento em que o0 animal, com
uma sobrecarga de 2% afixada na cauda, era langado na agua, o crondmetro era disparado e a

cada trés minutos uma nova sobrecarga era adicionada. O teste foi de carater continuo, uma vez



156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

44

que, ndo houve a necessidade de retirar o animal da dgua até o0 mesmo atingir a exaustao que
foi caracterizada pela imerséo total do animal durante 4 segundos.

A capacidade maxima foi definida como a maior sobrecarga alcancada durante o teste
(Almeida et al., 2009) e este peso maximo convertido em percentagem do peso do corpo do
animal. O valor percentual de peso do corpo foi utilizado como base para o calculo de uma nova
carga maxima de trabalho mediante pesagem dos animais no inicio de cada semana. Sendo
assim, a cada semana uma carga de trabalho de 50% ou 80% da carga méxima suportada pelo
animal era entdo determinada. Este procedimento eliminou a necessidade de realizacdo de um
teste de carga progressiva semanal.

Os animais foram submetidos a diferentes tempos e intensidades de treinamento, durante
06 semanas por um periodo que variou de 40-60 minutos, cinco dias por semana. Todo
treinamento foi realizado em piscina projetada com raias cilindricas individuais (60cm x 30cm)
com sistema de aquecimento e circulacdo de agua a temperatura de 31 + 1° C.

Processamento histoldgico

Vinte e quatro (24) horas ap6s o Gltimo tratamento, os animais foram pesados e
anestesiados, via intramuscular, com uma associacdo de substancias anestésico-sedativa:
ketamina (0,7ml) e xilazina (0,1ml) na mesma seringa (Fantoni e Cortopassi, 1994). Ambos
testiculos foram pesados, fixados durante 24h em Solucdo Modificada de Davidsom
(Latendresse et al., 2002), clivadas manualmente e transferidos para alcool 70%. Os fragmentos
de testiculo foram rotineiramente processados e incluidos em parafina. Em seguida cortes de
5um foram obtidos e corados pelas técnicas de Hematoxilina e Eosina para analise em

microscopio de luz.

Célculo do indice gonadossomatico (I1GS)



180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

45

Com a obtencéo dos pesos corporal e testicular no dia do sacrificio, foi calculado o IGS,
o qual corresponde a relacao percentual entre a massa testicular e o peso corporal para todos 0s

grupos experimentais: IGS = PT/PC, onde PT é o peso testicular (g) e PC é 0 peso do corpo

(9).

Anéalises morfométricas

As imagens do parénquima testicular foram obtidas por fotomicroscopia utilizando software
ZEN-2012/Zeiss, e as analises morfométricas foram realizadas através do software Image J,
versao 1.4 (NIH, Bethesda, USA), carregado com “plugin”proprio. Para medir o didmetro
tubular e a altura do epitélio seminifero, foram selecionados aleatoriamente por animal, 30
seccdes transversais de tubulos, com contornos mais circulares possiveis.

As propor¢des volumétricas dos tabulos e intertibulo foram estimadas superpondo um
sistema de grade teste com 432 interseccdes por animal, em aumento de 400X. Para cada
animal foram analisados 15 campos, escolhidos ao acaso para um total de 6480 interseccdes.

O comprimento total do tubulo seminifero (CTS) por testiculo, expresso em metros, foi
estimado a partir do volume ocupado pelos tabulos seminiferos no testiculo (VTS) e do
didametro tubular médio obtido para cada animal, segundo a férmula (Attal e Courot, 1963;

Dorst e Sajonski, 1974):

Volume do tubulo seminifero

CTS =
mR?2

Onde R = diametro tubular/2. O CTS por grama de testiculo corresponde a razdo entre o

comprimento tubular total e o peso do testiculo.
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Considerando a retracdo tecidual devido ao processamento histoldgico na parafina, os
valores de diametro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento do tabulo seminifero

foram corrigidos para o valor de retracdo de 15%, segundo Franca, (1991).

Quantificacao celular e producéo espermatica diaria (PED)

Para a quantificacdo celular, em cada animal, 10 secc¢des transversais de tabulos seminiferos
no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero foram analisadas. Os seguintes tipos celulares
caracterizam o estadio 1 de ratos (Rattus novergicus): espermatogénias, espermatocitos
primarios em zig6teno e em paquiteno, espermatides arredondadas e célula de Sertoli. Foram
contabilizados e medidos os diametros dos ndcleos das espermaétides arredondadas e dos
nucléolos das células de Sertoli.

A contagem obtida para cada tipo celular foi corrigida para o didmetro nuclear médio
(espermatide arredondada) ou diametro nucleolar médio (célula de Sertoli) e a espessura do

corte, utilizando-se a seguinte formula de Amann e Almquist (1962):

Contagem obtida x espessura do corte

Numero Corrigido =
Espessura do corte + (%)2 - (%)4

Onde o didmetro nuclear médio (DM) tanto pode representar a média das medidas dos
diametros de 30 nucleos de espermatides arredondadas, como também a média das medidas dos
diametros de 30 nucléolos de células de Sertoli, para cada animal.

A estimativa do numero de células de Sertoli foi realizada a partir do nimero corrigido de
células de Sertoli por seccéo transversal de tibulo seminifero no estadio 1 e o CTS por testiculo,

segundo a formula empregada por Hochereau-De-Reviers e Lincoln (1978):



227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

47

) . CTS por test (um)x N2 corrig. de nucleolo de Sertoli
N2 de Cél. de Sertoli =

espessura do corte (um)

A partir deste calculo e do peso bruto do testiculo, foi estimado o nimero de células de
Sertoli por grama de testiculo.
O célculo da producdo espermatica diaria (PED) total foi obtido a partir da histologia

quantitativa dos testiculos, segundo Sharma e Grupta (1980) utilizando-se a seguinte formula:

PED — pop. cel. Sertoli x n? de espermat. arred. no estadio 1x freq. estadio 1

espessura do corte (um)

Onde: frequéncia do estadio 1 = 7,98% (Clermont e Harvey, 1965).
Os resultados foram expressos em producao espermatica diaria por testiculo e por grama de

testiculo.

Analise de células de Leydig

Realizou-se uma proporcdo volumétrica de células de Leydig superpondo um sistema de
grade teste de 432 intersec¢Oes até a obtencdo de 1000 pontos entre citoplasma e nucleo. As
imagens de trinta nacleos de células de Leydig para cada animal foram digitalizadas com
aumento final de 1000x e o didmetro nuclear médio destas células foi obtido utilizando-se o
software Image J.

Os nucleos medidos foram aqueles que se apresentavam o mais esférico possivel e com
cromatina perinuclear e nucléolos bastante evidentes. A partir dos dados acima obtidos e
aplicando-se as formulas abaixo, foi calculado o volume nuclear, o volume do citoplasma e,
consequentemente, o volume de cada célula de Leydig, por animal. Estes valores foram

expressos em micrémetro cubico.



251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266
267

268

269

270

271

272

273

274

48

4
Vol. Nuclear de Leydig = §HR3

% citoplasma x vol. nuclear de leydig

Vol. citoplasmatico de Leydig = % nicleo
0

Volume celula de Leydig = volume nuclear + volume citoplasmatico

Onde R = raio nuclear.
De posse do volume (umd) das células de Leydig, da proporcdo volumétrica (%) das
mesmas no testiculo e do volume total (ml) ocupado por estas células no testiculo, calculou-se

o namero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo, em cada animal.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados com o auxilio do programa “Excel for Windows”,
os dados foram representados em termos media e erro padrdo. O teste estatistico utilizado foi o
ANOVA, através do programa “R Core Team (2012)”. Os valores de p<0,05 foram

considerados significantes.

RESULTADO E DISCUSSAO

Na tabela 1 é possivel verificar que ao final do experimento o grupo SEAA
(sedentéario+EAA) apresentou 0 peso corporal menor que o grupo S (sedentario), enquanto que
o T (treinado) adquiriu maior massa ponderal durante o experimento. Entretanto o grupo TEAA
(treinado+EAA) teve 0 mesmo peso corporal médio do grupo S.

A literatura ainda é controversa no que diz respeito a influéncia da EAA sobre o peso
corporal. O resultado obtido neste estudo mostra que o tratamento com o Durateston ® teve

efeito negativo (p<0,05) sobre o peso corporal somente no grupo sedentario (SEAA). Sabe-se
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que o EAA estimula a sintese de proteina e 0 aumento da retencao hidrica, que pode levar ao
ganho de peso corporal, entretanto niveis excessivos destas substancias podem inibir o
crescimento corporal e 0 ganho de peso (Cunha et al., 2006; Carson et al., 2002). Segundo Faria
et al. (2012) a dosagem ideal do decanoato de nandrolona para 0 aumento maximo do peso
corporal € 2,0mg/kg. Doses maiores comecam a apresentar toxicidade, promovendo reducdo do
peso. Estes achados indicam que provavelmente a reducdo do peso corporal observada no grupo
sedentario e tratado (SEAA) deste protocolo se deve a uma hiperdosagem do Durateston®
(5mg/kg) administrada aos animais.

O protocolo de natacdo utilizado pelos grupos treinados (T e TEAA) foi indicado por
Almeida et al. (2009) como treino de resisténcia. Onde os ratos adaptados ao meio liquido,
suportaram sobrecargas equivalentes a 2% do peso corporal. Os animais do grupo T
apresentaram o maior peso corporal ao final do experimento, em relacdo aos demais grupos (S,
SEAA e TEAA). Estando este resultado de acordo com a literatura que informa que o aumento
da massa muscular é um dos mais marcantes efeitos dos exercicios resistidos. O estimulo basico
para 0 aumento do volume dos musculos esqueléticos é a sobrecarga de tensdo, que ocorre
sempre que a contracdo muscular é realizada contra alguma resisténcia. Nessa situagdo ocorre
0 catabolismo das fibras musculares durante a atividade, o que leva ao aumento de proteinas
contrateis no sarcoplasma durante o periodo de recuperacdo, caracterizando o processo de
hipertrofia (Ratamess et al., 2009).

N&o houve diferenca no peso corporal entre os grupos S e TEAA, ao final do
experimento. Este resultado permite sugerir que houve uma superposicdo dos efeitos
desencadeados pela natacdo e tratamento com o EAA nos animais do grupo TEAA. Onde o
aumento do peso corporal esperado pelo treinamento com natacéo foi debelado pelo tratamento

com uma hiperdose do Durateston® (5mg/kg).
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O resultado obtido para o peso corporal no presente trabalho foi semelhante ao
observado no protocolo experimental de Lunz et al. (2006). Entretanto este ultimo néo
constatou alteracdo significativa no peso corporal dos grupos experimentais (sedentario,
sedentario+nandrolona, treinado, treinado+nandrolona), provavelmente devido ao numero de
animais de cada grupo (6 ratos) e ao tipo de treinamento fisico. Lunz et al. (2006) investigaram
os efeitos do exercicio e do EAA sobre a expressdo de HSP72 cardiaca, onde os animais dos
grupos tratados com EAA receberam uma injecédo intramuscular por semana (6,5mg/kg de peso
corporal) de decanoato de nandrolona, e os grupos treinados foram submetidos a um exercicio
progressivo em esteira, por 8 semanas.

Na tabela 1 observa-se que os pesos médios e liquidos dos testiculos dos animais do
grupo tratados com o Durateston® (SEAA e TEAA) foram menores (P<0,05) em relacdo aos
dos grupos ndo tratados com o referido esterdide anabolizante (S e T). O indice
gonadossomatico (IGS), que determina o percentual de massa corpdrea alocada no testiculo,
teve reducdo significativa (p<0,05) nos animais dos grupos tratados com o Durateston® (SEAA
e TEAA) quando comparado aos grupos ndo tratados (S e T). Fato justificado pela reducéo do
peso testicular observado nos animais dos grupos SEAA e TEAA. Entre 0s grupos tratados com
0 Durateston®, o grupo que treinou (TEAA) apresentou um peso testicular e o IGS
significativamente (p<0,05) menor que o grupo ndo treinado (SEAA).

Reducdo do peso testicular apds a exposicdo ao EAA ¢é o efeito esperado, ja relatado
em outras investigacfes (Noorafshan et al., 2005; Shokriet al., 2010; Mutalip et al., 2013),
sendo também observado neste estudo. Reducdes significativas dos pesos dos testiculos foram
observados em grupos tratados com diferentes EAA, tais como: stanozolol, testosterona e
nandrolona (Mutalip et al., 2013). Segundo Kicman (2008), a diferenca no tamanho do testiculo

é basicamente dependente da estrutura molecular do EAA sintético utilizado.



323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

51

Shokri et al (2010), observaram que ratos machos treinados com natacgéo e tratados com
decanoato de nandrolona (10mg/kg), por 8 semanas, apresentaram reducdo significativa
(p<0,05) do peso testicular em relagcdo ao grupo controle, de acordo com 0s nossos resultados.
Entretanto o peso do epididimo encontrado por Shokri et al (2010) estava reduzido ao final do
experimento, enquanto que nos nossos resultados o peso do epididimo nao apresentou alteracédo
nos grupos TEAA. Os grupos S, SEAA, T e TEAA apresentaram pesos epididimarios médios
equivalentes (Tab. 1). E provavel que a auséncia de alteracdo no peso epididimario seja
decorrente da dose do Durateston® utilizado (5mg/kg) neste protocolo, ter sido a metade da
utilizada nos experimentos de Shokri et al (2010).

A variacdo no peso testicular observado nos animais experimentais desta investigacao
sinalizam para a necessidade da analise morfolégica qualitativa dos testiculos. Através da
histologia testicular dos ratos dos quatro grupos experimentais (S, SEAA, T e TEAA) foi
possivel verificar caracteristicas usuais nos tabulos seminiferos, com 4-6 camadas de células
espermatogénicas, tunica prépria limitanto o tibulo e apoiando multiplas células de Sertoli,
lume tubular marcado pela presenca de grande quantidade de espermaétides alongadas (Figs. 1,
2,4, 6). A regido intertubular apresenta-se bem caracteristica, com presenca de vasos, espagos
linfaticos, células de Leydig e outras células do conjuntivo. Entretanto nos grupos SEAA, T e
TEAA também foram detectados seccBes transversais de tdbulos seminiferos com
caracteristicas morfoldgicas anormais (Figs. 3, 5, 7). Nestes tdbulos o epitélio seminifero
apresentavam graus variados de vacuolizagdes, nimero menor de camadas de células
espermatogénicas, tamanhos variados de lume tubular. Os grupos experimentais SEAA e
TEAA apresentaram sec¢Oes com 0s compartimentos intertubulares portando um menos
numero de células (Fig. 3e 7)

Mutalip et al (2013), observaram atraves da analise histologica dos testiculos de ratos

tratados com testosterona, nandrolona e estanozolol, que os tubulos seminiferos apresentaram
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diferencas no tamanho e na forma, certamente resultante de anormalidade das funcOes
testiculares. Mesquita et al. (2009), verificaram que ratos submetidos a natacao, por 20 minutos,
durante cinco dias por semana, do 120° até 180° dia de idade, apresentavam a estrutura do tubulo
seminifero integra, caracterizada pela presenca de varias camadas de células germinativas.
Shokri et al (2010), realizaram avaliacdo histopatologica da espermatogénese de ratos
submetidos a natacdo e ao tratamento com decanoato de nandrolona (10mg/kg), constatando
desde arquitetura normal nos tubulos seminiferos, com tubulos organizados e espermatogénese
completa, até tdbulos sem células germinativas e sem células de Sertoli; constatando também
tubulos com diminuicéo significativa no numero de camadas de células geminativas.

Analises morfométricas foram procedimentos complementares para o entendimento das
alteracdes morfologicas no parénguima testicular, observados nos animais sob o efeito da
natacdo e do Durateston®, em separado (SEAA e T) ou associado (TEAA).

Em relacdo as caracteristicas volumétricas do parénquima testicular (Tab. 2), ndo houve
variacdo no percentual de tdbulo seminifero, nem entre os seus componentes (epitélio
seminifero, tunica prdpria ou lume tubular), decorrente ou do tratamento com o Durateston®,
ou do treinamento, ou ainda da associacdo do treinamento e tratamento com o esterdide
anabolico. O compartimento intertubular, juntamente com dois dos seus componentes (vasos
sanguineos e espacgos linfaticos) ndo sofreram alteracBes proporcionais significativas em
decorréncia do treinamento e/ou tratamento com o Durateston®. Entretanto no compartimento
intertubular houve uma reducdo (p<0,05) na proporc¢do de células de Leydig e outras células do
conjuntivo nos grupos SEAA (43% e 34%, respectivamente) e TEAA (45% e 53%,
respectivamente), em relacdo aos grupos Se T.

Os resultados obtidos por Feinberg et al (1997) mostraram diferenca marcante no
intersticio de ratos tratados com propionato de testosterona (1mg/cc), sendo constatado células

de Leydig com morfologia irregular e em menor nimero. Este mesmo resultado foi observado
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por Naraghi et al (2010) em ratos Wistar adultos tratados com decanoato de nandrolona
(10mg/kg) e submetidos a treinamento por natacdo. Naraghi et al (2010) confirmaram por
microscopia eletronica, células de Leydig apoptéticas associadas com citoplasma vacuolizado.
Entretanto os resultados para a propor¢do volumétrica (Tab. 2) e populacdo (Tab. 3) de Células
de Leydig observados neste protolcolo experimental se contrapde parcialmente aos resultados
anteriores descritos, visto que nos grupos SEAA e TEAA embora a proporcao volumétrica de
células de Leydig (Tab. 2) tenha apresentado reducdo, houve um aumento da populacéo destas
células por grama de testiculo (Tab. 3).

A tabela 3 apresenta o volume e a populacdo das células de Leydig de ratos sedentarios
e submetidos a natac&o, tratados ou ndo com Durateston®. E observado que o tratamento com
0 esterdide anabolizante reduziu tanto o volume testicular ocupado por células de Leydig,
guanto o volume da célula de Leydig. Entretanto a populacéo de células de Leydig por testiculo
ndo foi alterada significativamente entre os grupos experimentais (S, SEAA, T e TEAA). Jao
namero destas células por grama de testiculo, foi 60% (p<0,05) maior nos grupos tratados com
0 Durateston® (SEAA e TEAA) em relagdo aos grupos néo tratados (Se T).

A célula de Leydig foi expressivamente alterada pelo tratamento com o Durateston®
(5mg/kg) ou por este tratamento associado ao treinamento com natagdo. Esta concluséo foi
constatada no volume ocupado pelas células de Leydig no parénquima testicular e no volume
reduzido da célula de Leydig dos animais do grupos SEAA e TEAA, observados na tabela 3,
bem como pelos resultados obtidos por Feinberg et al. (1997), com populacéo de células de
Leydig, e por Naraghi et al. (2010), com ultraestrutura de célula de Leydig, em animais tratados
com anabolizante associado ou n&o a atividade fisica.

As populagdes de Celulas de Leydig por testiculo observadas nos grupos experimentais
(S, SEAA, T e TEAA) néo apresentaram alteracdes significativas (Tab. 3). Entretanto pode-se

constatar um aumento na populacéo das células de Leydig nos grupos SEAA e TEAA, quando
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relacionamos o numero destas células por gramas de testiculo. Estes resultados sugerem que
existe uma compactacdo das células de Leydig nos grupos tratados com o Durateston®,
associado ou ndo com a natacdo (SEAA e TEAA), em decorréncia da reducdo do peso testicular
nestes animais.

Embora ndo tenha sido verificado alteracGes volumétricas no tubulo seminifero (Tab. 2)
nos grupos S, SEAA, T e TEAA, este compartimento foi submetidos a analises morfométricas
especificas. Pelos valores expostos na tabela 4 se observa que o tratamento com Durateston®
ndo alterou o didmetro do tabulo seminifero de ratos sedentarios (SEAA), em relacéo ao grupo
S. Entretanto o protocolo experimental de natacdo desencadeou um aumento de quase 5%
(p<0,05) no didmetro tubular de animais ndo tratados (T), e uma reducéo de 10% (p<0,05) nos
animais tratados com Durateston® (TEAA), quando comparados com 0s grupos sedentarios (S
e SEAA). Verifica-se ainda que a altura do epitélio seminifero do grupo T aumentou 10%
(p<0,05) em relacdo ao grupo S, enquanto nos grupos SEAA e TEAA néo sofreram alteracdes
significativas. O comprimento do tdbulo seminifero apresentou reducdo de 18% apenas no
grupo de animais submetidos ao protocolo de natacdo associado ao tratamento com
Durateston® (TEAA) em relaco ao grupo S. E possivel verificar que apenas o tratamento com
0 anabolizante (SEAA) ou o protocolo de natacdo (T), tendem (p<0,05) a reduzir o
comprimento do tabulo seminifero.

Noorafshan et al (2005) investigaram a acdo de doses distintas do decanoato de
nandrolona (3mg/kg e 10mg/kg) em tabulos seminiferos de ratos adultos, tratados uma vez por
semana, por 14 semanas. Os seus resultados mostraram que o comprimento de tubulo
seminifero diminuiu em média 31% nos animais que receberam a maior dose do decanoato de
nandrolona em comparacdo com o grupo controle, e 21% em comparacdo com 0s ratos que
receberam a menor dose esterdide anabolizante. Comparando com resultados do Noorafshan et

al (2005), podemos sugerir que 0s nossos resultados ndo apresentaram reducéo significativa no
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comprimento dos tabulos seminiferos dos animais sedentarios e tratados com Durateston®
(SEAA) em relacdo ao grupo sedentario sem esterdide anabolizante, devido ao menor tempo de
tratamento (6 semanas) e a dose utilizada (Durateston®, 5mg/kg).

Segundo Sinha-Hikim et al (1989), o diametro tubular possui correlacdo positiva com a
atividade espermatogénica. O didmetro do tabulo seminifero ndo revelou nenhuma diferenca
significativa entre os grupos S e SEAA, estando de acordo com os relatos de Noorafshan et al.
(2005). Entretanto Ferrari et al (2013), relatam que ratos adultos tratados semanalmente com
decaconato de nandrolona (2,5mg/kg), por 05 semanas, apresentaram reducdo do diametro do
tubulo seminifero e do epitélio seminifero, em discordancia com os resultados dos grupos S e
SEAA, que apresentaram diametro do tubulo seminifero e altura do epitélio equivalentes.

A acdo da natacdo no tubulo seminifero é relatado no trabalho de Mesquita et al (2013)
por ndo produzir nenhuma alteracdo no diametro do tubulo seminifero e na altura do epitélio
seminifero de ratos adultos submetidos ao treinamento por 8 semanas consecutivas. Este relato
ndo condiz com 0s nossos resultados observados nos animais do grupo T, que apresentaram
aumento significativo do didmetro tubular e altura do epitélio semifero, sem, no entanto alterar
o comprimento do tabulo seminifero, que apresentava-se equivalente ao do grupo S.

Ratos adultos treinados em esteira ergométrica por 8 semanas e tratados com decanoato
de nandrolona (2,5mg/kg) durante a metade final do treinamento, apresentaram reducao
significativa do didmetro tubular e altura do epitélio seminifero, entretanto tiveram um aumento
do comprimento do tbulo seminifero em relagdo aos animais do grupo controle (Foletto et al.,
2010). Nos resultados do presente estudo apenas o comprimento do tubulo seminifero
apresentou-se em discordancia, visto que o mesmo foi significativamente menor nos animais
do grupo TEAA.

As analises histomorfométricas de testiculos ja realizadas neste trabalho nos permite

concordar com os autores que apontam os esterdides anabolizantes androgénicos, como indutor
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do hipogonadismo em ratos adultos normais (Rahnema et al., 2014). Entretanto a populagéo
celular no tabulo seminifero e a producéo espermatica diaria apresentadas na tabela 4 foram
examinadas para comprovar o resultado promovido pelo hipogonadismo no rato macho.

Pelos resultados apresentados na Tabela 5, observa-se que o nimero de células de
Sertoli por seccdo transversal de tubulo seminifero no estadio 1 foi 13,6% menor no grupo T
em relacdo ao grupo S. Entretanto nao foi constatado diferenca neste parametro nos grupos
tratados com Durateston® (SEAA e TEAA). Na tabela 5 também é verificado aumento
significativo no nimero de espermatides arredondadas, por seccdo transversal de tubulo
seminifero no estadio 1, nos grupos submetidos a natacdo (T e TEAA) em rela¢do aos grupos
sedentarios (S e SEAA). Contudo é notorio que no grupo TEAA, onde ocorre associacao entre
natacdo e tratamento com Durateston®, houve um maior aumento no numero das espermatides
arredondadas (16%; p <005) em relacdo ao grupo sedentatio (S). O indice de célula de Sertoli
(ICS) que representa a razdo celular entre nimero de células de Sertoli e as espermatides
arredondadas, apresentou-se maior nos grupos treinados pela natacdo (T e TEAA) do que os
néo treinados (S e SEAA) (p<0,05).

Na tabela 5 a populacdo de células de Sertoli por testiculo apresenta-se menor nos
grupos SEAA (17%), T (21%) e TEAA (21%) em relagdo ao grupo S (p<0,05). A populacao
de células de Sertoli por grama de testiculo foi a mesma entre 0s grupos ndo treinados (S e
SEAA), 20% menor no grupo T e 26% maior no grupo TEAA, ambos em relagdo ao grupo S.

A producdo espermatica diaria por testiculo ndo diferiu entre os grupos sedentario (S),
treinado (T) e treinado+Durateston® (TEAA), entretanto foi 20% menor no grupo
sedentario+Durateston® (SEAA) do que no grupo S. J& a producdo espermatica diaria por
grama de testiculo ndo diferiu entre os grupos sedentarios (S e SEAA), foi 27% menor no grupo
treinado (T) e 50% maior no grupo treinado+ DURATESTON® (TEAA), ambos em relagéo

ao grupo sedentario (S).
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Folleto et al. (2010), observaram que ratos treinados em esteira ergométrica, tratados ou
ndo com decanoato de nandrolona (2,5mg/kg), ndo apresentaram alteracdo na populagédo de
células de Sertoli por seccdo transversal de tubulo seminifero no estadio 1 do ciclo do epitélio
seminifero, entretanto foi constatado aumento no nimero de espermatides arredondadas nos
animais treinados e tratados. Estes mesmos resultados foram observados nesta investigacao que
utilizou o protocolo de natagdo como treinamento e que tratou 0s animais com Durateston®
(5mg/kg).

O indice de células de Sertoli (ICS), que estima a eficiéncia destas células, aumentou
nos animais treinados com natacdo, tratados (TEAA) e néo tratados (T) com Durateston®, em
relacdo aos grupos sedentarios (S e SEAA). O que condiz com omaior nimero de
espermatides arredondadas encontradas nos dois grupos treinados (T e TEAA). No entanto estes
resultados ndo estdo de acordo com os relatos de Folleto et al. (2010), que observaram ICS
menor nos animais treinados, possivelmente pelo fato de terem sido treinados em esteira
ergométrica.

Através dos dados de populacgdo de célula de Sertoli por testiculo observados na tabela
5 podemos sugerir que o tratamento com Durateston® (SEAA), a natacdo (T) ou a associagao
do Durateston®com natagdo (TEAA), promovem equivalente reducdo no ndmero destas
células, em relacdo ao grupo sedentario (S). Entretanto ao analisarmos a populacdo de células
de Sertoli por grama de testiculo € possivel sugerir que o nimero de células de Sertoli foi
reduzido e agrupado nos animais do grupo TEAA.

A finalidade da espermatogénese é a produgdo de espermatozoOides genética,
morfologica e fisiologicamente viaveis. Nesta investigacdo verificamos que a producédo
espermatica diaria por testiculo (Tab. 5) foi reduzida apenas nos animais sedentario e tratados
com o Durteston® (SEAA). Entretanto podemos observar que o grupo TEAA apresentou a

producéo espermatica didria por grama de testiculo maior que nos outros grupos experimentais
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(S, SEAA e T), sugerindo um esforco maior por parte dos componentes testiculares para
suplantar o estresse sofrido pelo tratamento com o Durateston® e pelo treinamento por natagéo.
Ainda assim ndo podemos garantir a qualidade dos espermatozoides produzidos, visto que Saki
et al (2009), demonstraram que natacdo forcada em ratos Wistar adultos, durante o periodo de
um ciclo espermatogénico, entre 48 e 53 dias, promove diminuicao significativa do nimero, da
capacidade de fertilizacdo e da motilidade do espermatozoides. Shokri et al. (2009), relataram
que parametros de fertilidades, tais como contagem de espermatozdides, motilidade, viabilidade
e morfologia normal, foram significativamente mais baixa em ratos treinados com natacao
(tratados ou ndo com decanoato de nandrolona). E amplamente conhecido que a administracéo
de androgenos exdgenos bloqueia a producao sérica dos hormonios luteinizntes (LH) e foliculo
estimulante (FSH) tanto em humanos quanto em ratos (Torres-Calleja et al., 2001). Por outro
lado também tém-se verificado que o treinamento fisico de resisténcia provoca a reducdo do
fluxo sanguineo testicular, além de causar reducdo na secrecdo de testosterona, fatores que
afetam diversas etapas da espermatogénese (Hacney, 2001). Uma vez administrado, o
androgeno exdgeno atua diretamente no eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal por meio de
feedback negativo resultando em interrupcéo da producdo de testosterona endégena (Feinberg
et al., 1997). Como consequéncia desse blogueio os niveis de testosterona intratesticular sao
drasticamente reduzidos resultando em um quadro de hipogonadismo (Ludwig, 1950). Este
quadro assemelha-se ao presente estudo uma vez que diversos pardmetros, biométricos e
morfométricos, de ratos adultos foram alterados, corroborando com o quadro de inibicdo da
esteroidogénese testicular.
CONCLUSAO

Os resultados evidenciam que o efeito do treinamento e do tratamento com
Durateston®, em separado ou associado, produzem alteracbes morfologicas e morfométricas

significativas no testiculo, embora a producéo espermatica diaria ndo tenha sido alterada. Pode-
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se sugerir que o testiculo, sob condi¢do adversa, tem a capacidade de se reorganizar de forma a
garantir a producdo de espermatozoides em quantidade normal, no entanto estudos mais
aprofundados sobre a viabilidade e normalidade do espermatozoide precisem ser

desenvolvidos.
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645  Tabela 1. Efeito do decanoato de nandrolona e/ou natagdo em parametros biométricos de ratos Wistar adultos (90

646  dias). Grupos: Sedentério (S), Sedentario+EAA (SEAA), Treinado (T), Treinado+EAA (TEAA).

Grupos Experimentais

Parametros S SEAA T TEAA
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Peso corporal (g) 396,4+10,2%® 376,4+10,02 417,3+8,5° 395,8+9,6%
Peso médio do testiculo (g) 1,70+0,042 1,33+0,04° 1,68+0,06° 1,12+0,07°¢
Peso liquido do testiculo (g) 1,59+0,03? 1,25+0,04° 1,57+0,062 1,04+0,07°¢
IGS (%) 0,43+0,01° 0,36+0,09° 0,40+0,012 0,29+0,02¢
Peso do epididimo (g) 0,70+0,022 0,74+0,282 0,70+0,212 0,70+0,322

647 n = NUmero de animais; 1GS (%) = indice gonadossomatico. Médias seguidas por letras distintas na mesma linha
648  diferem entre si (p<0,05).
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Tabela 2. Efeito do decanoato de nandrolona e/ou natagdo na proporcédo volumétrica (%) dos componentes

testiculares em testiculo de ratos Wistar adultos (90 dias). Grupos: Sedentario (S), Sedentario+EAA (SEAA),

Treinado (T), Treinado+EAA (TEAA).

Grupos Experimentais

% S SEAA T TEAA
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Tdabulo seminifero 81,4426 86,9+3,4 82,8+0,5 84,2+2,9
Epitélio seminifero 67,3+1,7 70,5+£2,1 66,2+0,8 67,6+1,4
Tdnica prépria 1,77+0,08 2,03+0,10 1,734£0,11 1,96+0,27
Lume 12,3+0,8 14,4412 14,8+0,5 14,6£1,2
Intertbulo 18,7£2,1 13,2+1,8 17,514 16,0£2,1
Células de Leydig 4,83+0,36% 2,77+0,29° 4,62+0,222 2,68+0,38°
Célula do conjuntivo 0,350,042 0,23+0,03® 0,25+0,01® 0,15+0,04°
Vaso 1,31+0,16 1,51+0,25 1,19+0,16 1,37+0,21
Espaco linfatico 12,2416 8,7+1,3 11,4+1,0 11,8+1,4

n = NUmero de animais. Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si (p<0,05).
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Tabela 3. Efeito do decanoato de nandrolona e/ou natacdo na morfometria das células de Leydig em testiculo de

ratos Wistar adultos (90 dias). Grupos: Sedentéario (S), Sedentario+EAA (SEAA), Treinado (T), Treinado+EAA

(TEAA).
Grupos Experimentais
Pardmetros S SEAA T TEAA
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Volume CL no testiculo (ml) 0,077+0,0042 0,033+0,002° 0,072+0,0032 0,026+0,001¢
Volume da CL (um?) 586,9+57,5 180,2+31,1° 564,2+45,92 210,6+24,6"
Populagdo de CL/test (x10°) 140,4+11,6 176,1+£19,0 132,7£9,2 130,1+9,5
Populacéo de CL/g test (x10°) 87,9+6,5? 140,1+13,1° 86,5+7,9° 137,6+23,5°

n = NUmero de animais; CL = célula de Leydig; Test = testiculo; test = testiculo; g test = grama de testiculo.

Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si (p<0,05).
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Tabela 4. Efeito do decanoato de nandrolona e/ou natagcdo em parametros morfométrico do tlbulo seminifero de

ratos Wistar adultos (90 dias). Grupos: Sedentéario (S), Sedentario+EAA (SEAA), Treinado (T), Treinado+EAA

(TEAA).
Grupos Experimentais
Pardmetros S SEAA T TEAA
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Didmetro tubular (um) 268,6+3,3? 268,2+6,8? 279,3+3,1° 242,9+9,6°
Altura do epitélio seminifero (um) 73,2+1,0° 71,442,042 81,2+1,6° 73,3+2,78
Comprimento total de TS (m) 24,6+1,02 21,3+1,6® 22,5+0,48%® 20,18+0,96°

n = NUmero de animais; TS = tlbulo seminifero; PED = producdo espermatica diaria; CS = célula de Sertoli.

Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si (p<0,05).
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Tabela 5. Efeito do decanoato de nandrolona e/ou natacdo sobre populacdo corrigida* de células de Sertoli e
espermatides arredondadas por seccéo transversal de tibulo seminifero no estadio 1, indice de célula de Sertoli
(ICS), populagdo de células de Sertoli e produgdo espermatica diaria (PED) de ratos Wistar adultos (90 dias).

Grupos: Sedentario (S), Sedentario+EAA (SEAA), Treinado (T), Treinado+EAA (TEAA).

Grupos Experimentais

Pardmetros S SEAA T TEAA
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
CS/seccdo transversal de TS 14,6+0,42 13,8+0,6%® 12,6+0,4° 14,1+0,5%
SPDAr/seccdo transversal de TS 81,6+2,22 74,8+4,7° 89,442 4° 94,5+1,8°¢
ICS 5,6+0,22 5,4+0,3° 7,1+0,2° 6,8+0,3°
Populagio de CS/test (x106) 71,944,28 59,5+6,2° 56,6+1,9° 56,8+3,%
Populagéo de CS/g test (x10) 45,242 22 47,2+3,9° 36,3+1,1° 56,9+5,5°¢
PED/test (x107) 89,645,12 71,348,1° 90,0+3,5? 84,734
PED/g test (x107) 52,7+2,78 53,1+4,9' 54,0+1,22 79,646,7°

*Nameros corrigidos segundo aférmula de Abercrombie (1946) modificada por Amann e Almquist (1962). n =
Numero de animais; CS = célula de Sertoli; TS = tlbulo seminifero; SPDAr = espermatide arredondada; ICS =
indice de célula de Sertoli; test = testiculo; g test = grama de testiculo; PED = produgdo espermatica diaria. Médias

seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si (p<0,05).
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PRANCHA: Fotomicrografia de seccOes de testiculos de ratos Wistar adultos sob o efeito do decanoato de
nandrolona e/ou natagdo. Figura 1: Grupos Sedentério (S); Figuras 2 e 3: Grupo Sedentario+EAA (SEAA); Figura
4e5: Grupo Treinado (T); Figura6 e 7: Treinado+EAA (TEAA). Nos tibulos seminiferos identificam-se o epitélio
seminifero (ES), a tdnica prdpria (seta) e o lume tubular (L). No intertdbulo (IT) observa-se vasos sanguineos
(VS), espago linfatico (EL) e células do intersticio (C). Em alguns tlbulos seminiferos dos grupos SEAA, T e TEA

verifica-se a presenca de vacutolos (V). Barra = 60 pum.
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5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir:

e A associacdo entre treinamento fisico e anabolizantes ndo alteram o peso corporal dos
animais, enquanto o Treinamento e a administracdo Durateston® individualmente
alteram o peso corporal dos animais de forma antagonica.

e A administracdo de doses suprafisioldgicas de Durateston® e a sua associacdo com
treinamento fisico afetam os pesos testiculares médio e liquido além do indice
gonadossomatico de ratos adultos.

e Administracdo isolada de Durateston® ou associagdo ao treinamento fisico sdo capazes
de alterar a proporcao volumeétrica, o volume individual e o volume ocupado no testiculo
pelas células de Leydig, aléem de células do conjuntivo no compartimento intertubular.

e Otreinamento, oDurateston® e a associacdo de ambos nédo afetam a populacéo de células
de Leydig por testiculo, embora a Administracdo de Durateston® e a associagcdo com
treinamento afetam a populacéo de células de Leydig por grama de testiculo.

e O treinamento fisico isolado e a associacdo do treinamento com Durateston® afetam o
diametro tubular de formas opostas, enquanto a administracdo de Durateston® néo
promove alteracdes no diametro tubular.

e Houve alteracdo no comprimento do tubulo seminifero por testiculo devido ao
treinamento e administracdo de Durateston®, no entanto o efeito mais drastico é
verificada na associacdo de ambos.

e O tratamento com Durateston®, o treinamento ou a associacdo de ambos afetam a
populacdo de células de Sertoli por testiculo.

e A interferéncia da associacdo entre Durateston® e treinamento afeta ndmero de
espermatides arredondadas por seccdo transversal, o Indice de Células de Sertoli e a
populacdo de células de sertoli por grama de testiculo promovendo agrupamento das
mesmas.

e Aadministracdo isolada de Durateston® afeta a producdo espermatica diaria por testiculo
enguanto, o treinamento afeta a producgédo espermatica por grama de testiculo.

e O testiculo de ratos submetidos a ciclos de Durateston® e natacdo tendem a organizar-se

de modo a manter a producdo espermatica diaria por grama de testiculo.
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separados por virgula, centralizados abaixo do titulo, aplicando-se italico, utilizando-
se letras mailsculas/ minuUsculas. Para cada autor devera ser colocada uma nota de
rodapé. O autor correspondente sera sempre aquele que submeter o artigo.

Exemplo:

Maria Célia da Silva?, Antonio José da Silva3, Ana Maria da Silva*, Simone da Silva
Fonseca®

Rodapé

A primeira nota deve fornecer informagGes sobre o trabalho (se foi extraido de tese,
dissertacdo, etc., e fonte financiadora) e as demais, informacdes sobre cada um dos
autores, obedecendo a seguinte pontuacdo: formacdo, titulacgdo maxima.
Departamento, instituicdo, endereco comercial (rua, niumero, bairro, CEP, cidade,
estado, pais) e e-mail. A nota referente ao autor correspondente devera conter, além
do e-mail, um numero de telefone para contato. Ndo utilizar abreviacGes para
nenhuma informagdo do rodapé.

Exemplo:
lEste trabalho ¢é parte da dissertagio de mestrado da primeira autora.

2Engenheira-Agronoma, Doutora. Departamento de Fitopatologia, Universidade
Federal de Vigosa, Campus Vigosa, Avenida Peter Henry Rolfs, s/n, 36570-000, Vigosa,
Minas Gerais, Brasil. (31) 3891-0000. maria@ufv.br (autora para correspondéncia).

Resumo

A palavra "RESUMO" deve ser escrita em letras mailsculas, alinhada a esquerda e ter
aplicacdo de negrito. Essa secao deve conter no maximo 250 palavras e ter apenas
um paragrafo. O texto do resumo deve conter, em linhas gerais, a hipdtese, os
objetivos, material e métodos utilizados, resultados expressivos alcancados e a
conclusdo. O resumo deve ser iniciado na linha subsequente ao titulo dessa segao.

Palavras-chave

As palavras-chave devem ter um nimero minimo de trés e maximo de seis palavras e
devem ser citadas em paragrafo subsequente ao resumo. Devem ser grafadas com
inicial mindscula (exceto os nomes cientificos) e separadas por virgula,
preferencialmente sem repetir palavras contidas no titulo do trabalho.

Abstract /Resumen
A palavra "ABSTRACT" deve ser escrita em letras mailsculas, alinhada a esquerda e
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ter aplicacao de negrito. Na linha subsequente, deve-se inserir o titulo (em inglés ou
espanhol) centralizado e com aplicacao de negrito. O Abstract e o Resumen devem
corresponder ao resumo.

Key words / Palabras clave
As “Key words” devem ser citadas em paragrafo subsequente ao “Abstract” e ser
separadas por virgula. Devem corresponder as palavras-chave.

Introducao

O titulo dessa secao, “INTRODU(;AO", deve ser escrito em letras maiusculas, alinhado
a esquerda. A introducdo deve ater-se ao problema do trabalho em pauta, situando o
leitor quanto a sua importancia, hipotese da pesquisa e os objetivos, estando estes
ultimos claramente expressos ao final da introducéo.

Material e Métodos

O titulo dessa segao, "MATERIAL E METODOS", deve ser escrito em letras mailsculas,
alinhado a esquerda. A secdo "Material e Métodos" deve ser redigida com detalhes
suficientes para que o trabalho possa ser repetido. A Revista CERES requer que
estejam especificados no artigo os procedimentos estatisticos, incluindo: o
delineamento utilizado, o numero de repeticdes e a técnica estatistica empregada.
Quando nao houver delineamento, o artigo deve descrever claramente como foi feita
a conducdo da pesquisa, e qual a técnica estatistica utilizada para a analise dos dados.
Quando os tratamentos se constituirem de fatores quantitativos com trés ou mais
niveis, as variaveis de resposta devem ser submetidas a analise de regressdo. Se for
de interesse comparar os niveis com o padrdo ou testemunha, o teste adotado deve
ser o Dunnett. Casos excepcionais serao avaliados pela Comissao Editorial. Trabalhos
envolvendo experimentacdo animal ou humana devem explicitar no primeiro paragrafo
o protocolo de aprovacdo do Comité e Etica em Experimentacdo Animal ou Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humano.

Resultados e Discussao

O titulo da secdo, "RESULTADOS E DISCUSSAO", deve ser escrito em letras
maiusculas, alinhado a esquerda. O texto deve ser claro e conciso, apoiado na
literatura pertinente. Resultados e Discussdo sdao secbes que podem vir juntas ou
separadas.

Obs: As secdes Material e Métodos ¢ Resultados e Discussao poderdo conter
subsecles, indicadas por subtitulos escritos em italico e negrito, iniciados por letra
mailscula e centralizados.

Conclusoes

O titulo da secdo "CONCLUSOES" deve ser escrito em letras maitsculas, alinhado a
esquerda. As conclusdes devem ser concisas e derivadas dos dados apresentados e

discutidos.

Referéncias
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O titulo da secdo "REFERENCIAS" deve ser escrito em letras maitsculas, alinhado a
esquerda. As referéncias devem ser listadas por ordem alfabética. Seguem os
exemplos:

a) Artigos de periddicos:

Anselme KL (2000) Review: Osteoblast adhesion on biomaterials.

Biomaterials, 21:667-681.
Davies JE e Baldan N (1997) Scan electron microscopy of the bone-bioactive implant
interface. Journal of Biomedical Material Research, 36:429-440.

Conz MB, Granjeiro JM e Soares GA (2005) Physicochemical characterization of six
commercial hydroxyapatites for medical-dental applications on bone graft. Journal of
Applied Oral Sciences, 13:136-140.

b) Livros:
Orefice RL, Pereira MM e Mansur HS (2006) Biomateriais: Fundamentos e aplicagdes.
32 ed. Rio de Janeiro, Cultura Médica. 538p.

c) Capitulos de livros:

Costa EF, Brito RAL e Silva EM (1994) Calculos e manejo da quimigacdo nos sistemas
pressurizados. In: Costa EF, Vieira RF e Viana PA (Eds.) Quimigacdo: Aplicacao de
produtos quimicos e bioldgicos via irrigacdo. Brasilia, EMBRAPA. p.183-200.

d) Trabalhos em anais de congresso:

Junqueira Netto A, Sediyama T, Sediyama CS e Rezende PM (1982) Analise de
adaptabilidade e estabilidade de dezesseis cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris
L.) em seis municipios do sul de Minas Gerais. In: 12 Reunido Nacional de Pesquisa
de Feijao, Goiadnia. Anais, EMBRAPA/CNPAF. p.47-48.

e) Teses e dissertagoes:

Wutke EB (1998) Desempenho do feijoeiro em rotagdo com milho e adubos verdes.
Tese de Doutorado. Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", Piracicaba. 146p.

f) CD-ROM:

Franca MHC e Omar JHDH (2004) Estimativa da funcao de producao do arroz no estado
do Rio Grande do Sul: 1969 a 1999. In: 2° Encontro de Economia Galcha, Porto
Alegre. Anais, FEE. CD-ROM.

g) Internet:

Darolt MR e Skora Neto F (2002) Sistema de plantio direto em agricultura organica.
Disponivel em: . Acessado em: 23 de abril de 2009.

h) Boletim técnico:
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Bastos DC, Scarpare Filho JA, Fatinansi JC, Pio R e Spésito MB (2004) A cultura da
lichia. Piracicaba, DIBD/ESALQ. 23p. (Boletim técnico, 26).

i) Programas estatisticos:

R development core team (2010) R: A Language and environment for statistical
computing. Vienna, R Foundation for Statistical Computing. Disponivel em: . Acessado
em: 01 de janeiro de 2012.

SAS Institute Inc. (2002) Statistical Analysis System user's guide.Version 9.0. Cary,
Statistical Analysis System Institute. 513p.

Universidade Federal de Vicosa (2007) SAEG: Sistema para Analises Estatisticas e
Genéticas. Versdo 9.1. Vicosa, Fundacdo Arthur Bernardes. CD-ROM.

No texto, citar as referéncias nos formatos: (Autor, Ano), (Autor e Autor, Ano), (Autor
et al., Ano) ou (Silva, 1999; Arariki e Borges, 2003; Santos et al., 2007), sempre em
ordem cronoldgica ascendente. A referéncia deve ser citada ao final de um periodo
que expresse uma idéia completa. Quando os nomes dos autores forem parte
integrante do texto, menciona-se a data da publicacdo citada entre parénteses, logo
ap6s o nome do autor, conforme exemplos: Fontes (1999), Borges e Loreno (2007),
Batista et al. (2005).

Citacao de citacao

Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o documento original.
Entretanto, nem sempre é possivel. Nesse caso, pode-se reproduzir informagao ja
citada por outros autores. Pode-se adotar o seguinte procedimento: no texto, citar o
sobrenome do autor do documento nao consultado com o ano de publicacdo, seguido
da expressao citado por e o sobrenome do autor do documento consultado com o ano
de publicacdo; na listagem das referéncias deve-se incluir a referéncia completa da
fonte consultada.

Comunicacao pessoal

N3o faz parte da lista de referéncias, sendo colocada apenas em nota de rodapé.
Coloca-se o sobrenome do autor seguido da expressdo “comunicacdo pessoal”, a
data da comunicacdo, nome, estado e pais da Instituicdo ao qual o autor é vinculado.

Financiamento e apoio
Os autores devem informar se receberam financiamento ou apoio de instituigoes de
incentivo a pesquisa.

Normas para figuras e tabelas

As figuras e tabelas devem ser posicionadas apds as referéncias, uma em cada
pagina, e ser numeradas com algarismos arabicos, ficando a legenda posicionada
abaixo nas figuras e acima nas tabelas.

Figuras e tabelas ndo devem repetir os mesmos dados. Figuras submetidas em formato
eletronico devem apresentar resolucdo minima de 300 dpi, em formato TIFF ou JPG.
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Toda ilustracdo que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda, dados
sobre a fonte (autor, data) de onde foi extraida.

A referéncia bibliografica completa relativa a fonte da ilustragdo deve figurar na segao
Referéncias. As despesas de impressao de ilustracdes coloridas correrao por conta dos
autores.

Tabela

O termo refere-se ao conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas.
Deve ser construida apenas com linhas horizontais de separacdao no cabecalho e ao
final da tabela. A legenda recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero
de ordem em algarismo arabico e é referida no texto como Tabela.

Figura

O termo refere-se a qualquer ilustragcdo constituida ou que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema, etc. Os desenhos, graficos, etc.
devem ser bem nitidos. As legendas recebem inicialmente a palavra Figura, seguida
do niimero de ordem em algarismo arabico e é referida no texto como Figura.

DECLARACAO DE ORIGINALIDADE E CESSAO DOS DIREITOS AUTORAIS

Esta declaracdo é de envio obrigatério e devera ser anexada em “documentos
suplementares”. Ela devera ser impressa, assinada por todos os autores e digitalizada.
Caso ndo seja possivel enviar um Unico documento com as assinaturas de todos os
autores, podera ser enviada uma declaracdo para cada autor. Assinaturas
eletronicas nao serdo aceitas. Modelo da declaracdo.

Condicoes para submissao
Como parte do processo de submissdo, os autores sdao obrigados a verificar a
conformidade da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos
autores.

1. A contribuicao deste trabalho é original e inédita e ele ndo estd sendo avaliado por
outra revista.

2. Os arquivos para submissdo estdo em formato Microsoft Word, versao 97-2003, e
o nome do arquivo é o nimero do CPF do autor correspondente.

3. O texto esta formatado com espagamento duplo, fonte Times New Roman, tamanho
12 e margens de 3 cm.

4. O titulo tem no maximo 20 palavras e o resumo, 250.

5. As notas de rodapé e as referéncias seguem as exigéncias contidas nas Normas
para os Autores.

6. As figuras e tabelas ndo estdo inseridas no corpo do texto, estdo localizadas apds
as referéncias, uma em cada pagina.

7. Os artigos tém no maximo 25 paginas, contando com as referéncias, tabelas e
figuras.

8. As comunicacbes tém no maximo 15 paginas, contando com as referéncias, tabelas
e figuras.
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9. Foi anexada em "Documentos Suplementares" a Declaracdo de Originalidade e
Cessao de Direitos Autorais devidamente assinada por todos os autores do trabalho.

Politica de Privacidade
Os nomes e enderecgos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para

0s servigos prestados por esta publicagdo, nao sendo disponibilizados para outras
finalidades ou a terceiros.
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