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RESUMO

SENA, Alessandro de Sousa Mendes. Analise do pénis de rato ap6s administracao cronica de
esteroide anbolico androgénico. 2015. 47 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia e
Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Esterdides Anabolizantes Androgénicos (EAA) tém sido usados por atletas com o
objetivo de melhorar a massa muscular. O abuso de EAA estd associado com distlrbios
urogenitais, inclusive com disfuncdo erétil. Contudo as alteracbes morfoldgicas penianas
decorrentes do uso de EAA ndo foram descritas. O objetivo é avaliar as alteracGes
morfologicas do pénis de ratos puberes e adultos tratados cronicamente com doses supra-
fisiologicas de EAA. No trabalho foram usados quarenta e oito ratos machos Wistar,
divididos em quatro grupos: ratos controle, com 105 dias (C105) e com 65 dias de idade
(C65) submetidos a injecdo de veiculo e ratos tratados, com 105 dias (T105) e com 65 dias de
idade (T65), submetidos a injecdo de decanoato de nandrolona na dose de 10 mg/Kg, uma vez
por semana, durante oito semanas. Os ratos foram mortos, seus pénis foram coletados, fixados
e processados de maneira rotineira para histologia. Cortes de 5um de espessura foram corados
com Tricrdbmico de Masson, Vermelho de Picrosirius e analisados em microscopia de luz. As
densidades de superficie do espaco sinusoidal, mudsculo liso e tecido conjuntivo do corpo
cavernoso foram calculadas pelo método de contagem de pontos. A area do pénis, do corpo
cavernoso (com e sem tdnica albuginea) e da tanica albuginea foram medidos em cortes
transversais. As médias dos grupos foram comparadas pelo teste t de Student. Em todos os
casos, a significancia foi fixada em um valor de probabilidade de 0,05. Nos resultados entre
outras diferencas, destaca-se uma diminui¢do do corpo cavernoso sem tanica albuginea de
12,5% no grupo T105 e de 10,9% no grupo T65, em comparagdo com 0s seus controles. A
densidade de superficie de musculo liso cavernoso apresentou uma diminuicdo de 5,6% e
12,9% nos grupos T65 e T105, comparando-se com 0s seus controles. O espago sinusoidal
aumentou em 17% no grupo T105 e diminuiu em 9,6% no grupo T65. Concluimos que 0 uso
de altas doses de EAA promoveu mudangas estruturais no pénis dos ratos adultos, e estas
podem estar envolvidas na disfuncéo erétil.

Palavras-chave: Pénis. Rato. Esterdide anabolizante. Disfungéo erétil.



ABSTRACT

SENA, Alessandro de Sousa Mendes. Morphometric study of the rat penis after chronic
administration anabolic androgenic steroid. 2015. 47 f. Dissertagdo (Mestrado em
Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Anabolic androgenic steroids (AAS) are used by many athletes to improve muscle
mass. AAS abuse is associated with urogenital disorders, including erectile dysfunction.
However, penile morphological changes resulting from the use of AAS have not been
described. The aim of the study is to assess the penile morphological modifications of
pubertal and adult rats chronically treated with supra-physiological doses of AAS. Forty-eight
male Wistar rats were divided into four groups: control rats, 105 days (C105) and 65 days old
(C65), subjected to injection of the vehicle only; and treated mice, 105 days (T105) and 65
days old (T65), subjected to injection of nandrolone decanoate at a dose of 10 mg/kg once a
week for eight weeks. The rats were killed and their penises were collected, fixed and
processed routinely for histology. Sections 5um thick were stained with Masson trichrome,
picrosirius red and examined under light microscopy. The surface density of the sinusoidal
space and smooth muscle of the corpus cavernosum tissue were calculated by the point
counting method. The area of the penis, the corpus cavernosum (with and without tunica
albuginea) and tunica albuginea were measured in transverse sections. The group means were
compared using the Student t-test. In all cases, significance was set at 0.05 probability.
Among other differences, there was a decrease in the corpus cavernosum without tunica
albuginea of 12.5% in the T105 group and 10.9% in the T65 group, compared to their
controls. The cavernous smooth muscle surface density decreased 5.6% and 12.9% in T65 and
T105 groups compared with their controls. The sinusoidal space increased by 17% in the
T105 group and decreased by 9.6% in the T65 group. The use of high doses of ASA promoted
structural changes in the adult rat penis, and these may be involved in erectile dysfunction.

Keywords: Penis. Anabolic agents. Rat. Erectile dysfunction.
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INTRODUCAO

Os testiculos secretam varios hormonios sexuais masculinos, que sdo coletivamente
denominados androgénios. Entretanto, um deles, a testosterona, € tdo mais abundante e
potente que 0s outros, que pode ser considerado como sendo o principal hormdnio masculino,
responsavel pelos efeitos caracteristicos do género (GUYTON & HALL, 1997).

Assim como a testosterona endogena, os EAA podem exercer grandes efeitos sobre o
corpo humano, diminuindo o teor de gordura corporal e aumentando a massa muscular, com
consequente melhora do desempenho atlético. A partir da producdo de EAA em laboratdrio,
aumentaram os estudos sobre os hormonios e sua acao terapéutica. Por isso a administracdo
indiscriminada tem aumentado de forma significativa (YESALIS et al., 1993). Fisiculturistas,
atletas amadores e de recreacdo utilizam essas drogas para fins estéticos e com intuito de
melhorar o desempenho esportivo (FORTUNATO et al., 2006).

Foi mostrado que cerca de 1 a 3 milhdes de homens e mulheres nos Estados Unidos
fazem uso dos EAA (BAHRKE et al., 2000). Segundo alguns autores, a utilizacdo destas
drogas comumente é feita em doses 10 a 100 vezes acima da fisioldgica, por administracdo de
um tipo Unico ou uma mistura de varios EAA (BRONSON, 1997; CLARK et al., 1997;.
FEINBERG et al., 1997; HARTGENS & KUIPERS, 2004.; POPE & KATZ, 1994).

Os EAA exogenos administrados irdo suprimir as producGes de GnRH pelo
hipotdlamo e producdo do hormoénio luteinizante pela glandula hipofise e posteriormente
suprimir a producdo de testosterona testicular (DOHLE et al., 2003). O mecanismo de agéo
dos EAA podem diferir entre os compostos , devido as variacfes na molécula do esteréide e
afinidade para receptores de andrdgenos (HARTGENS & KUIPERS, 2004). Os autores
PITTELOUD (2008) e HAYES (2001) também citam que o0s esterdides promovem um
feedback negativo sobre o hipotalamo.

Muitos efeitos colaterais em 6Orgdos androgeno-dependentes foram descritos e isso
depende da dose e do tempo de administragdo (SHAHIDI, 2001), alguns relatados incluem
acne, atrofia testicular, ginecomastia, hipertensao, arritmia, infarto do miocardio, depresséo,
aumento da quantidade de hemacias, alteracdo da funcéo diastolica, diminui¢do na contagem
de espermatozoides e mortalidade (DICKERMAN et al., 1997; FARRELL & MCGINNIS,
2004).

Outros efeitos colaterais tém sido relacionados ao uso de EAA, incluindo desordens do

sistema urogenital (LUCIA et al., 1996). Sabe-se que altas doses de decanoato de nandrolona
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reduz o volume testicular e o comprimento dos tibulos seminiferos em ratos (SHOKRI et al.,
2010). Na prostata, foi visto uma diminui¢do do peso e volume prostatico, mas com aumento
da altura do epitélio prostatico em ratos que usaram EAA (VARGAS et al., 2013). Um estudo
mostrou que altas doses de EAA encurtou a vida de ratos machos. Neste trabalho 52% dos
ratos tratados morreram em um ano de tratamento, enquanto a mortalidade foi de 12% no
grupo controle (BRONSON, 1997).

A disfuncdo erétil (DE), também conhecida como impoténcia sexual masculina, é
definida como a inabilidade persistente (por no minimo 6 meses) de obter e manter uma
erecao firme o suficiente para permitir uma performance sexual satisfatoria (ALBERSEN,
2011).

Estudos em animais e humanos tém sugerido que os niveis adequados de hormonios
androgénicos sdo necessarios para preservar a morfologia do tecido erétil peniano, sendo
importante também para 0 mecanismo bioquimico envolvido na ere¢cdo. Um baixo nivel de
testosterona pode estar associado a disfuncdo erétil (MILLS et al., 1996; GRANATA et al.,
1997; DAI et al., 1999; SHEN et al., 2003; GOOREN e SAAD, 2006; TRAISH e GUAY,
2006; DE SOUZA et al., 2012). Dessa forma a relacdo entre os horménios androgénicos e o
funcionamento normal do pénis como 6rgéo sexual é bastante conhecida.

Os EAA diminuem os niveis de testosterona enddgena e de hormdnios gonadotroficos,
reduzindo também o peso testicular, contagem de espermatozdides e a motilidade dos
espermatozdides (SHAHIDI, 2001). Os androgénios exercem seus efeitos bioldgicos através de
um unico receptor intracelular que esta presente no trato reprodutivo, bem como, em muitos
tecidos nao-reprodutivos como 0sso, musculo esquelético, cérebro, figado, rim e adipdcitos. Os
EAA se ligam ao mesmo receptor que a testosterona e a dihidrotestosterona, porém os efeitos
vistos sdo algumas vezes distintos (SHAHIDI, 2001).

Um dos EAA mais usados e aprovados pelo érgdo americano controlador de alimentos e
remédios é o decanoato de nandrolona (Deca Duraboline)(SHAHIDI, 2001). Por este motivo, no
presente estudo foi usado especificamente o decanoato de nadrolona.

Em 1950 a nandrolona foi sintetizada (BIRCH, 1950). Este andrégeno é metabolizado de
maneira similar a testosterona e seus principais subprodutos sao a 3-norandrosterona (um derivado
50) e a 2-noretiocolanolona (um derivado 5B) (ENGEL et al., 1958). Foi mostrado que a
nandrolona, assim como a testosterona, pode sofrer aromatizacdo (Gaillard & Silberzahn, 1987).
Mesmo tendo similaridade com a testosterona, a nandrolona tem maior efeito anabdlico. A

substituicdo de um atomo de hidrogénio no grupo metil C19 da testosterona cria um novo centro
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assimétrico em C10, que pode ser responsavel por favorecer a relacdo anabdlico-androgénica da
droga (SHAHIDI, 2001).

No trabalho usamos o pénis de ratos como modelo de estudo, assim, é interessante que
a anatomia peniana desses animais seja brevemente descrita. O tecido erétil peniano dos ratos
€ composto por um par de corpos cavernosos, unidos entre si e situados dorsalmente ao corpo
esponjoso, além de fascias, nervos e vasos, todos recobertos pela pele. A maior parte do pénis
é formada pelos corpos cavernosos, os quais se originam sob sinfise pubica correndo lado a
lado. Ventralmente aos corpos cavernosos localiza-se 0 corpo esponjoso, que abriga no seu
interior a uretra. Estas estruturas sdo envolvidas por uma camada de tecido fibroso, a tinica
albuginea, que varia em espessura tornando-se mais delgada ao envolver o corpo espon;joso.
Proximo ao seu terco distal, a haste peniana tem uma flexura em angulo reto. Apresenta pouco
tecido erétil e uma estrutura éssea localizado mais distalmente (QUINLAN et al., 1989).

Os corpos cavernosos sdo formados por uma camada de células musculares lisas
localizadas na regido subendotelial que circunda os espagos vasculares (sinuséides), situados
entre as trabéculas. Estes feixes musculares tém disposicdo longitudinal e transversal. As
fibras musculares lisas dos corpos cavernosos sdo 0s elementos que se encontram em menor
namero entre 0os componentes do corpo cavernoso do pénis (PINHEIRO et al., 2000).

Sabe-se que niveis adequados de testosterona sdo necessarios para a manutencao da
morfologia peniana normal nesta espécie (DE SOUZA et al., 2012; MIRANDA et al., 2012).
Contudo, até o momento, ndo ha informacdes sobre os efeitos de doses supra-fisioldgicas de
decanoato de nandrolona no tecido do corpo cavernoso. Tem sido visto que o uso de altas
doses deste EAA causa efeitos adversos sobre diferentes 6rgaos (VARGAS et al., 2013;
FORTUNATO et al., 2006; FRANKENFELD et al., 2014), contudo os efeitos deste farmaco

sobre na estrutura do pénis tem recebido menos atencéo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frankenfeld%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
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1 OBJETIVO

Estudar os efeitos de doses supra-fisioldgicas de esterdides anabolicos androgénicos

na morfologia peniana de ratos puberes e adultos.
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2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para o Cuidado e Uso de animais
experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantra Gomes da UERJ (CEUA). Numero
de aprovacédo 050/2012.

2.1 Animais

Quarenta e oito ratos Wistar machos foram mantidos em biotério com iluminacao
artificial controlada (12h ciclo claro-escuro), temperatura (21 +2 ° C) e oferecido ragéo
comercial e agua ad libitum. O estudo teve inicio com vinte animais, foi realizado no
Laboratorio de Biologia do Exercicio e Laboratorio de Fisiologia Enddcrina da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), em conjunto com a Unidade de Pesquisa Urogenital da
Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ), onde o numero de animais foi aumentado
em mais vinte e oito. Metade dos animais recebeu uma injecdo de EAA e a outra metade
recebeu injecdo de um veiculo, passando pelo mesmo estresse do gupo tratado.
Posteriormente os animais foram submetidos a eutanasia, onde o pénis, prostata e testiculos
foram coletados, em conformidade com as orientacGes convencionais para a experimentacao

com animais.

2.2 Grupos

Os animais foram divididos em quatro grupos: ratos controle adultos, com 105 dias de
idade (C105) (n =10) e puberes, com 65 dias de idade (C65) (n = 14), submetidos & injecdo de
veiculo (6leo de amendoim com 10% alcool benzdico) e ratos adultos, com 105 (T105)
(n=10) e puberes, com 65 dias de idade (T65) (n=14), tratados com decanoato de nandrolona
(Deca Durabolin 50 mg.mL-1 Organon) 10 mg/Kg de peso corporal. Esterdide e veiculo foram
administrados por injecdo intramuscular no membro posterior uma vez por semana por oito
semanas, sempre as nove horas da manhd (FORTUNATO et al,. 2006; VARGAS et al. 2013).
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2.3 Eutanasia dos animais e coleta dos tecidos

Apds as oito semanas de tratamento, com 161 dias de idade (C105 e T105) e com 121
dias de idade (C65 e C105), os ratos foram submetidos a eutanasia por sobredose anestésica
(100 mg/Kg tiopental sddico, injetado por via intraperitoneal) (Cristélia, Sdo Paulo, Brasil). Foi
feita a retirada do pénis e o seu terco médio foi fixado em formaldeido 4% para posterior

analise histologica.

Figura 1- Fotografia pénis de rato em vista lateral

Corpo do pénis

‘ —Flexura do

pénis
Bulbo
do ——Glande
pénis
—Prepucio

T L L L

Fonte: O Autor, 2015.
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2.4 Microscopia de Luz

As amostras do terco médio do pénis dos animais fixados em formaldeido 4%, foram
submetidas as técnicas histoldgicas de rotina, desidratadas em alcool, clarificadas em xilol
para posterior inclusdo em parafina e cortado em 5 pum de espessura por micrétomo (CUT
4060, Olympus, Tdquio, Japdo). Corados pela hematoxilina & eosina para verificar a
integridade dos tecidos, pelo tricrdmico de Masson para avaliar a densidades das estruturas
eréteis do pénis e pelo vermelho de picrosirius para analisar a &rea de seccéo transversa das
estruturas do pénis e para analise subjetiva dos tipos de colageno, quando observado sob a luz
polarizada. As imagens de microscopia de luz convencional e polarizada foram capturadas por
uma camera DP70 (Olympus, Toquio, Japdo) acoplada ao microscopio BX51 (Olympus,

Téquio, Japdo).

2.4.1 Densidades de superficie

As densidades de superficie do espaco sinusoidal, do tecido conjuntivo e do musculo
liso dos corpos cavernosos foram quantificadas por analise dos cortes corados com tricromico
de Masson. Para cada animal foram obtidas 25 fotomicrografias do corpo cavernoso com
magnificacdo de 400x, a densidade de cada uma dessas estruturas foi expressa em
porcentagem, obtida pelo método de contagem de pontos.

A contagem usa uma grade de 99 pontos para obter a densidade de superficie das
estruturas de interesse, sobrepondo as imagens usando a ferramenta grid do software Image J
(versdo 1.45s, Instituto Nacional de Saude, EUA). A fotomicrografia do corpo cavernoso é
sobreposta por 99 cruzes, onde o quadrante superior direito das cruzes sdo os locais de
identificacdo das estruturas quantificadas. Sendo posteriormente multiplicado por 100 e
dividido por 99 a fim de corrigir a porcentagem para 0s 99 pontos utilizados como sistema de
teste. Desta forma, estes resultados sdo considerados como a densidade de superficie de cada
uma das estruturas analisadas, expressas em porcentagem.

A ferramenta cell counter possibilita quantificar mais de uma estrutura na mesma
imagem. ApOs selecionar o nimero e realizar as quantificacfes, as quantidades de selecdes

em cada estrutura ficardo registradas na janela cell counter ao lado do seu nimero. Os valores
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encontrados, de cada estrutura em cada imagem, foram tabulados e as médias de cada animal
utilizadas para andlise estatistica. A Figura 3 mostra a grade de 99 pontos e a contagem no
Image J. (DE SOUZA, 2012).

Figura 2 — Recurso cell conter para quantificacdo no software Image J

4 Image) L?_”—Ej@ ¢ Results E@@
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%) Cell Counter
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omwes [ o |
) Type 4 @
) Type 5 D
) Type 6 @
) Type 7 m
O Type 8 @ Results

Reset

[] Delete Mode

Show Numbers
[] Show Al
Save Markers

Load Markers

Export Image

Legenda: Imagem do corpo cavernoso do pénis de rato corado com de tricrdmico de Masson e aumento de 400x,
utilzando o recurso Cell Conter onde tipo 1 corresponde a contagem do espaco sinuséide, tipo 2 ao
tecido conjuntivo e tipo 3 ao masculo liso

Fonte: O Autor, 2015.
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2.4.2 Area do corte transversal do pénis, area do corpo cavernoso com e sem a tlnica

albuginea e area da tunica albuginea

Nas andlises das areas do pénis foram utilizadas fotomicrografias de I1&minas coradas
pelo vermelho de picrosirius (Figura. 4), capturadas em fundo claro, com aumento de 12x por
uma camera digital (AxionCan ERC5S, Karl Zeiss, Gottingen, Alemanha) acoplada ao
microscopio estereoscopico (SteREO Discovery V8, Karl Zeiss, Gottingen, Alemanha). Em
uma Unica imagem é possivel observar todo o corte transversal do pénis, onde o estudo
especificou as areas do corte transversal do pénis, do corpo cavernoso com e sem sua tlnica
albuginea, mensuradas em mm?. Estas mensuracdes foram realizadas no software Image J
com a ferramenta “free Hand”. Na apresenta¢do dos dados em mm? foi necessario realizar,
previamente a mensuracdo e calibracdo do software com a fotomicrografia da lamina
histoldgica junto a uma régua milimetrada (FELIX-PATRICIO, 2015).

2.4.2.1 Calibracédo do software image J (versdo 1.45s)

Para obtencdo dos dados em mm? é necessério calibrar o software, pois a unidade em
que qualquer software de imagem se baseia é o pixel. O software nos fornece a distancia em
pixels, e informamos ao software que aquela distancia (comprimento) corresponde 2,0 mm.
Ao marcarmos a opc¢do do box global, qualquer mensuracdo realizada no software, enquanto
estiver aberto, estara em mm. Para certificarmos nossa calibracdo, mensuramos novamente a
distancia marcada, e o resultado devera ser 2,0 mm (Figura. 5) (FELIX-PATRICIO, 2015).
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Figura 3 - Fotomicrografia do terco médio do pénis de rato, corado com vermelho de

picrosirius com aumento de 12x

Seccdao tranversal
do penis de rato:

Corpo esponjoso;
Uretra;

Tunica albuginea do
COrpo cavernoso;

Corpo cavernoso;

Feixe vasculonervoso.

Fonte: O Autor, 2015.

Figura 4 - Calibracdo da régua milimetrada no imageJ, aumento de 12x
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Fonte: O Autor, 2015.
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Em seguida foram mensuradas a area total do pénis (Figura 6) e as areas do corpo
cavernoso com e sem a tlnica albuginea (Figura 7 e 8). Depois de marcar a area desejada
foram selecionadas as opc¢des analyze e measure. A janela results apresenta os valores
referentes as areas envolvidas em mm?. O mesmo procedimento foi realizado para analisar
todas as areas dos cortes transversais, exceto a area do corte transversal da tnica albuginea
do corpo cavernoso, que foi estimada pela subtracdo da area do corpo cavernoso com e sem
sua tanica albuginea. Todos resultados foram tabulados em planilha para analise estatistica
(FELIX-PATRICIO, 2015).

Figura 5 — Mensurando a area total do corte transversal do terco médio do pénis, aumento 12x
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Fonte: O Autor, 2015.
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Figura 6 — Mensurando a area do corte transversal do terco médio do corpo cavernoso com a
tlnica albuginea, aumento de 12x
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Fonte: O Autor, 2015.

Figura 7 - Mensurando a area do corte transversal do terco médio do corpo cavernoso sem a
tunica albuginea, aumento de 12x
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Fonte: O Autor, 2015.
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2.4.3 Tipos de Colageno

O método de coloracdo pelo vermelho de Picro Sirius faz com que os radicais
sulfénicos do corante reajam com 0s grupamentos aminicos da lisina, um dos principais
aminoacidos que compde o colageno, tornando a birefrigéncia mais intensa (MONTES e
JUNQUEIRA, 1991). O colageno apresenta-se birefrigente com diferentes tons entre verde e
vermelho, quando observado sob luz polarizada em um fundo negro (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2008)

Nestes mesmos cortes, sob magnificacdo de 400x e sob luz polarizada foi analisado
subjetivamente a presenca de diferentes tipos de colageno no corpo carvernoso, tipo Ill
(observado em verde) e tipo | (em vermelho/ laranja) (MONTES, 1996). Esta avaliacdo foi
realizado em imagens capturadas com uma camara digital (DP70, Olympus, Téquio, Japéo),

acoplada a um microscopio (BX51 da Olympus, Téquio, Japdo).

2.5 Analise Estatistica

Toda analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, San Diego, EUA). Os dados foram tabulados e avaliados quanto a
normalidade (distribuigdo Gaussiana) pelo teste de D’Agostino e Pearson. Os dados que
obedeceram a distribuicdo Gaussiana foram comparados pelo teste t de Student considerando
p<0,05 como significativo. J& para os dados que ndo estavam dentro da curva de normalidade

foi utilzado o teste de Mann-Whitney, também considerando p<0,05 como significativo.
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3 RESULTADOS

A densidade de superficie do espaco sinusoidal diminuiu em 10% no grupo T65
comparado com o grupo C65. Na densidade de superficie do musculo liso o tratamento
promoveu uma reducédo de 6% no grupo T65 comparado com o grupo C65. No grupo T65 uso
da nandrolona acarretou um aumento de 7% na densidade de superficie do tecido conjuntivo
qguando comparado com o C65 (Tabela 1, Figuras 9, 10, 11 e 12).

J& no grupo T105 a densidade de superficie do espaco sinusoidal aumentou em 17%
quando comparado ao grupo C105. Quanto a densidade do musculo liso o tratamento
promoveu uma reducdo de 13% no grupo T105 comparando com o grupo C105. Na densidade
do tecido conjuntivo o uso da nandrolona ndo acarretou diferenca entre os grupos T105 e o
grupo C105 (Tabela 2, Figuras 9, 10, 11 e 12).

Nos grupos T65 a area do pénis diminuiu em 6% comparando com o grupo C65. A
area do corpo cavernoso incluindo e excluindo a tanica albuginea também apresentaram
diminuicdo no grupo T65 comparado com o grupo C65 de 7 e 11%, respectivamente (Tabela
1, Figuras 13,14,15 e 16).

Nos animais do grupo T105, tanto a area do pénis quanto a area do corpo cavernoso
incluindo a tanica albuginea ndo apresentaram alteracdes quando comparado ao grupo C105.
Porém nas analises da area do corpo cavernoso excluindo a tunica albuginea, o uso da
nandrolona acarretou uma reducéo de 13% no grupos T105 comparando como o grupo C105
(Tabela 2, Figuras 13,14,15 e 16).



Tabela 1 — Dados morfomeétricos do pénis de animais puberes
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C65 T65 P

Area da sec¢do transversal do pénis (mm2) 748+052 7.06+x0.66 <0.01
Area dos corpos cavernosos com tdnica (mmz2) 545+0.39 507049 <0.01
Area dos corpos cavernosos sem tunica (mmz2) 298+0.39 2.65+0.29 <0.001
Area da tdnica albuginea (mmz2) 247+0.27 255+048 0.70

Densidade de superficie do espaco sinusoidal (%) 28.7+11.6 26.0+10.2 <0.05
Densidade de superficie do tecido conjuntivo (%) 54.1+134 57.8+11.9 <0.01
Densidade de superficie do muasculo liso (%0) 16.0 +05.4 15.1+5.0 <0.05

Legenda: Controle (C65) e animais submetidos ao tratamento com doses supra-fisiologica de esterdides

anabolicos androgénicos (T65
Nota: Os dados s&o apresentados como média+desvio padréo.
Fonte: O Autor, 2015.

Tabela 2 —Morfometria peniana de animais adultos

C105 T105 P
Area da seccéo transversal do pénis (mm?2) 722+092 735+116 057
Area dos corpos cavernosos com tdnica (mmz2) 532+£0.71 543+1.03 0.66
Area dos corpos cavernosos sem tunica (mmz2) 292+0.34 255+040 <0.01
Area da tanica albuginea (mm2) 240+045 288+0.70 <0.05
Densidade de superficie do espaco sinusoidal (%) 24.5+8.2 28.7+13.8 <0.05
Densidade de superficie do tecido conjuntivo (%) 59.5+11.1 57.2+155 0.40
Densidade de superficie do musculo liso (%0) 151+ 6.3 131+ 46 <0.01

Legenda: Controle (C105) e submetidos ao tratamento com esterdide anabolizantes androgénicos (T105).

Nota: Os dados sdo apresentados como média+desvio padrao.
Fonte: O Autor, 2015.



26

Figura 8 - Fotomicrografia de corpo cavernoso do pénis de rato

Legenda: Grupos C105 (A), T105 (B), C65 (C) e T65 (D). Tricromico de Masson, Aumento de 400x

Nota: Na figura B o grupo T105 apresentou uma reducdo de 13% da musculatura lisa (seta amarela), um
aumento de 17% do espago sinusoidal (espacos brancos) e tecido conjuntivo (estrutura azul) nédo
apresentou alteragdes estatisticas significativas, comparando com a figura A grupo C105. J& na figura D,
grupo T65 apresentou uma reducdo de 6% da musculatura lisa (seta amarela), um aumento de 10% do
espaco sinusoidal (espagos brancos) e tecido conjuntivo (estrutura azul) apresentou um aumento de 7%
quando comparado com a figura C grupo C65. A barra de escala representa 200um.

Fonte: O Autor, 2015.
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Figura 9 - Densidade de superficie do espaco sinusoidal do corpo cavernoso dos animais

espaco sinusoidal espaco sinusoidal
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Legenda: Grupos C65 e T65 (grafico a esquerda) e C105 e T105 (grafico a direita). * p<0,05

Nota: No gréfico a esquerda o grupo T65 apresentou uma redugdo de 10% comparada com o grupo C65, ja o
grupo T105 apresentou um aumento de 17% comparada com o grupo C105. O asterisco (*) indica
diferenga estatisca (p>0,05)

Fonte: O Autor, 2015.

Figura 10 - Densidade de superficie do musculo lisodo corpo cavernoso dos animais

musculo liso musculo liso
251 * 257
— — *
201 207
0 151 15
10- 104
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Cc65 t65 c105 t105

Legenda: Grupos C65 e T65 (grafico a esquerda) e C105 e T105 (gréfico a direita). * p<0,05

Nota: No grafico a esquerda o grupo T65 apresentou uma reducdo de 6% comparada com o grupo C65, ja o
grupo T105 apresentou uma reducdo de 13% comparada com o grupo C105. O asterisco (*) indica
diferenca estatisca (p>0,05)

Fonte: O Autor, 2015.
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Figura 11 - Densidade de superficie do tecido conjuntivo do corpo cavernoso dos animais

tecido conjuntivo
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Legenda: Grupos C65 e T65 (gréfico a esquerda) e C105 e T105 (gréfico a direita). * p<0,05
Nota: No gréfico a esquerda o grupo T65 apresentou um aumento de 7% comparada com o grupo C65, ja o
grupo T105 ndo apresentou uma diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo C105. O

asterisco (*) indica diferenca estatisca (p>0,05)
Fonte: O Autor, 2015.
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Figura 12 -Fotomicrografia do corte transversal do pénis de ratos

Legenda: Grupos: C65(A),T65(B), C105(C) e T105(D). Vermelho de picrosirius, aumento de 12x.

Nota: Imagem apenas ilustrativa da seccdo transversa do pénis de rato dos quatro grupos controle e tratados,
puberes e adultos. Ndo é possivel apreciar visualmente as diferencas morforlogicas. A barra de escala
representa 5 mm.

Fonte: O Autor, 2015.
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Figura 13 - Area total do pénis dos ratos

Area total do pénis Area total do pénis
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Legenda: Grupos C65 e T65 (grafico a esquerda) e C105 e T105 (graficoa direita). * p<0,05.

Nota: No gréafico a esquerda o grupo T65 apresentou uma reducéo de 6% comparada com o grupo C65, ja o
grupo T105 néo apresentou diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo C105. O
asterisco (*) indica diferenga estatisca (p>0,05).

Fonte: O Autor, 2015.

Figura 14 - Area do corpo cavernoso do pénis com tlnica albuginea

Area do c.c. c/t.albuginea Areado c.c. c/t. albuginea
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Legenda: Grupos C65 e T65 (grafico a esquerda) e C105 e T105 (gréafico a direita). * p<0,05.

Nota: No gréafico a esquerda o grupo T65 apresentou uma reducéo de 7% comparada com o grupo C65, ja o grupo
T105 ndo apresentou diferenca estatisticamente significante comparada com o grupo C105. O asterisco (*)
indica diferenca estatisca (p>0,05).

Fonte: O Autor, 2015.
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Figura 15 - Area do corpo cavernoso do pénis sem tlnica albuginea

Area do c. c. s/ t. albuginea Areado c.c.s/t. albuginea
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Legenda: Grupos C65 e T65 (gréafico a esquerda) e C105 e T105 (grafico a direita). * p<0,05.

Nota: No gréfico a esquerda o grupo T65 apresentou uma redugdo de 11% comparada com o grupo C65, ja o
grupo T105 apresentou uma reducdo de 13% comparada com o grupo C105. O asterisco (*) indica
diferenca estatisca (p>0,05).

Fonte: O Autor, 2015.
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Figura 16. Fotomicrografia do corpo cavernoso de ratos

-

-

Legenda Grupos: C65 (A), T65 (B), C105 (C) e T105 (D). Vermelho de Picrosirius sob a luz polarizada,

aumento de 400x.

Nota: Na figura A o grupo C65 padrdo com predominio em vermelho; em B o grupo T65 com predominio em
verde; Figura C grupo 105 apresentando um padrdo misto (vermelho e verde); e em D no grupo T105 um
predominio em verde. A barra de escala representa 200um.

Fonte: O Autor, 2015.

Enquanto os animais do grupo controle de 65 dias exibiram predominio de fibras
colagenas com birrefringéncia em vermelho, nos animais tratados de mesma idade o
predominio foi de fibras exibidas em verde, indicando que houve um “turnover” na deposicéo
de colageno no corpo cavernoso. Nos animais do grupo controle de 105 dias, as fibras
colagenas mostraram um padrdo misto, intercalando areas com birrefringéncia em vermelho e

verde enquanto que no grupo tratado da mesma idade o padrdo predominante foi verde.
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4 DISCUSSAO

Hormonios androgénicos sdo importantes na diferenciacdo sexual e formacdo dos
orgdos genitais masculinos (MURASHIMA et al., 2014). Mais do que isto, estes horménios
agem em outros tecidos ndo diretamente relacionados com o sistema genital, como o tecido
adiposo e muscular (YESALIS et al., 1993, WANG et al. 2004). Com base nestes efeitos,
muitos atletas, amadores e profissionais, jovens e adultos, tém utilizado de maneira
indiscriminada os derivados sintéticos da testosterona. Os EAA tém maior poténcia que a
testosterona e frequentemente sdo utilizados em doses que atingem concentragdes muito
maiores do que as fisioldgicas (FRAGKAKI et al., 2008). Assim, com 0 aumento da massa
muscular e diminuicdo da massa adiposa corpdrea, estes usuarios alcancam objetivos estéticos
ou esportivos que normalmente ndo seriam alcangados sem o uso destes hormdnios. Embora
os EAA sejam drogas classificadas como classe Il (utilidade clinica/
Potencial moderado de abuso e dependéncia) e seu uso seja regulado por normas rigidas, o
acesso ilegal a estas substancias sem orientacdo médica € facil (CORDARO et al., 2011).

Contudo, a alta concentracdo sérica destes hormonios acarreta mudancas fisioldgicas
importantes, que pdem em risco a saude do usuario. Além das alteracbes em Orgéos vitais,
como coracdo, rim e figado (FRANKENFELD et al., 2014), os 6rgdos do sistema urogenital
também tém sido apontados como afetados pelo uso de EAA em condi¢des experimentais. No
sistema urogenital, os EAA diminuem os niveis de testosterona enddgena e de horménios
gonadotroficos, assim como o peso testicular, contagem de espermatozéides e a motilidade
dos espermatozéides (SHAHIDI, 2001). Foi visto que a préstata de animais injetados com
altas doses destes hormdnios apresentam alteracbes morfologicas importantes, compativeis
com alteracbes funcionais (VARGAS et al., 2013). Porém, este € o primeiro estudo que
investiga o pénis de ratos puberes e adultos apos o0 uso de altas doses de EAA.

Um estudo anterior comparou o uso de testosterona, nandrolona e decanoato de
nandrolona em ratos machos e comparou com um grupo controle. Os animais comegaram a
ser tratados com 26-27 dias de idade, recebendo injecdes de 1mg de dois em dois dias por
aproximadamente 4 semanas, sendo sacrificados com com 54-55 dias. O pénis foi uma das
estruturas analisadas e nos resultados, esses autores ndo encontraram alteracoes
estastisticamente significantes nas estruturas do corpo cavernoso, medidas pelo diametro

tranverso e antero-posterior (Khamanarong & Diloksambandh, 1985).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fragkaki%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frankenfeld%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khamanarong%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4056644
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diloksambandh%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4056644
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Os dados acima sdo ndo corroboram com os dados do nosso trabalho, onde foram
encontradas importantes alteragcdes tanto na area das estruturas eréteis quanto na composicao
do corpo cavernoso. Essas alteracdes ocorreram apds 0 uso cronico do decanoato de
nandrolona em ratos puberes e adultos comparados com os grupos controle de mesma idade.

De forma interessante, nos animais do presente estudo, nos quais um andrégeno
sintético foi administrado, as alteracfes sdo comparaveis com aquelas observadas em animais
com privacdo androgénica (diminuicdo do musculo liso, aumento do tecido conjuntivo e
diminuicdo da area do pénis e/ou do corpo cavernoso) (MIRANDA et al., 2012). Uma vez que
0s EAA induzem uma diminuicdo na producdo de testosterona enddgena, as alteracdes
penianas observadas podem ser decorrentes deste mecanismo de feedback negativo e estas
mudancas sdo perfeitamente explicaveis, pois o pénis é um drgdo altamente influenciado pela
testoterona.

Em um estudo que submeteu ratos a privagdo androgénica, foi visto uma diminuicao
de 21% na érea transversal do pénis. Nestes animais também foram observadas reducdo do
musculo liso e do espaco sinusoidal do corpo cavernoso (MIRANDA et al., 2012). Em outro
estudo, que induziu uma diminuicdo de 57% dos niveis séricos de testosterona, alteracGes no
tecido erétil peniano também foram notadas, com diminui¢do do musculo liso e aumento do
tecido conjuntivo cavernoso (DE SOUZA et al., 2012). Sabe-se que a testosterona €
importante ndo s6 para a manutencdo adequada das estruturas penianas, mas também em
outros orgdos do sistema urogenital (GALLO et al., 2012)

Os elementos que compdem 0s corpos cavernosos (tecido conjuntivo, musculo liso,
endotélio e espaco sinusoidal) precisam estar em proporc¢des corretas para que a funcdo erétil
seja adequada. Foi mostrado que em individuos com disfuncdo erétil, a proporcao destes
elementos é alterada (COSTA et al., 2006). Assim, é possivel que as alteracdes observadas
nos animais submetidos a super-dosagem de EAA estejam ligadas a prejuizo na funcao erétil.
Seria interessante, num futuro estudo, verificar a funcdo erétil, através de cavernosometria,
em animais que tenham utilizado altas doses de EAA.

A adolescéncia é um periodo bastante sensivel para o desenvolvimento organico e
sexual. Ocasionalmente este periodo de mudanga desperta um interesse para a experimentacao
de drogas e sexo. A busca por uma aparéncia atlética, sem preocupacdes com o0s danos a
salude que o abuso dos EAA podem trazer, tem sido 0 motivo comum para 0 uso destas
substancias na adolescéncia. Alguns artigos mostram que muitas vezes o uso de anabolizantes
por adolescentes é motivado pelo desejo de experimentar drogas de uso restrito, e ndo por um

objetivo unicamente ligado a pratica esportiva (LUMIA & MCGINNIS, 2010). Comumente,
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0s EAA sdo usados em associagdo com outras drogas como o alcool, o tabaco e drogas ilicitas
(THORLINDSSON & HALLDORSSON, 2010). Esse perfil de usuario de esterdides parece
ser bem distinto dos usuarios adultos. Nestes 0 uso parece ser quase sempre associado a
pratica esportiva, com o objetivo de ganho muscular e perda de gordura corpdrea para fins de
competicdo. Contudo, sabe-se que muitos usuarios adultos utilizam os esterdides por razéo
puramente estética, ndo estando inseridos em qualquer pratica esportiva (COHEN et al.,
2007).

E possivel que o conhecimento fundamentado de que o uso de EAA promove
alteragOes importantes no tecido peniano de ratos ajude a diminuir o uso indiscriminado
destas drogas. Embora o aumento da massa muscular com possiveis melhorias estéticas e
esportivas seja desejavel pelos usuarios, um possivel dano ao tecido peniano é algo que pode
desmotivar o uso destas drogas por muitos adolescentes e adultos jovens.

O tecido peniano dos ratos se difere do tecido humano, porém ambas as espécies
possuem 0S Mesmos componentes estruturais penianos e respondem de forma bastante
parecida quando expostos a diferentes situacdes experimentais (FELIX-PATRICIO et al.,
2014; PINHEIRO et al., 2000). O presente estudo observou as alteracfes nos pénis dos
animais puberes e adultos jovens imediatamente apds a utilizacdo dos EAA. N&do sabemos,
contudo se apds um periodo sem a utilizacdo destas drogas, as alteracGes observadas podem

ser revertidas ou se sdo permanentes.
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CONCLUSAO

O uso de doses supra-fisioldgicas de esterdides anabdlicos androgénicos promoveu
mudangas estruturais no pénis de rato com alteracdo nas proporcdes estruturais dos tecidos
dos corpos cavernosos. As alteracbes foram vistas tanto em animais que receberam o
decanoato de nadrolona durante a puberdade quanto durante a idade adulta. As alteracdes

ocorreram de forma mais pronunciada em animais adultos.



37

REFERENCIAS

Albersen M.; Mwamukonda K.B.; Shindel A.W.; Lue T.F. Evaluation and treatment of
erectile dysfunction. Med Clin North Am. 2011; 95(1): 201-212.

Bahrke M.S.; Yesalis C.E.; Kopstein A.N.; Stephens J. A. Risk factors associated with
anabolic-androgenic steroid use among adolescents. Sports Med. 2000; 29(6): 397-405.

Bronson F.H.; Matherne C.M. Exposure to anabolic-androgenic steroids shortens life span of
male mice. Med Sci Sports Exerc. 1997; 29(5): 615-6109.

Birch AJ. Hydroaromatic sterois hormones. 10-Nortesterone. J Chem Soc. 1950; 367-368.

Clark A.S.; Harrold E.V.; Fast A.S. Anabolic-androgenic steroid effects on the sexual
behavior of intact male rats. Horm Behav. 1997; 31(1): 35-46.

Cohen J.; Collins R.; Darkes J.; Gwartney D. A league of their own: demographics,
motivations and patterns of use of 1,955 male adult non-medical anabolic steroid users in the
United States. J Int Soc Sports Nutr. 2007; 11 : 4-12.

Cordaro F.G.; Lombardo S.; Cosentino M. Selling androgenic anabolic steroids by the pound:
identification and analysis of popular websites on the Internet. Scand J Med Sci Sports. 2011,
21(6): e247-259.

Costa W.S.; Carrerete, F.B.; Horta W.G.; Sampaio F.J. Comparative analysis of the penis
corpora cavernosa in controls and patients with erectile dysfunction. BJU Int. 2006; 97(3):
567-569.

Dai Y.T.; Stopper, V.; Lewis, R.; Mills, T. Effects of castration and testosterone replacement
on veno-occlusion during penile erection in the rat. Asian J Androl. 1999; 1(1-2): 53-59.

de Souza D.B.; Silva D.; Cortez C.M.; Costa W.S.; Sampaio F.J. Effects of chronicstress on
penilecorpuscavernosum of rats.J Androl. 2012; 33(4): 735-739.

Dickerman R.D, McConathy W.J, Zachariah N.Y. Testosterone, sex hormone-binding globulin,
lipoproteins and vascular disease risk. J Cardiovasc Risk. 1997; 4(5-6): 363-366.

Dohle G.R.; Smit, M.; Weber R.F. Androgens and male fertility. WorldJ. Urol. 2003; 21(5):
341-345.

Engel L. L; Alexander J.; Wheeler M. Urinary metabolites of administered 19-nortesterone. J
Biol Chem. 1958; 231: 159-165.

Farrell S.F; McGinnis M.Y. Long-term effect of pubertal anabolic androgenic steroid
exposure on reproductive and aggressive behaviours in male rats. Horm Behav. 2004; 46(2):
193-203.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bahrke%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10870866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yesalis%20CE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10870866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kopstein%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10870866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stephens%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10870866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10870866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bronson%20FH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9140897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matherne%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9140897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Exposure+to+anabolicandrogenic+steroids+shortens+life+span+of+male+mice.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clark%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9109597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harrold%20EV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9109597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fast%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9109597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=CLARK+AS+Anabolic-androgenic+steroids+on+the+sexual+behavior+of+intact+male+rats.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cohen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17931410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Collins%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17931410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Darkes%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17931410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gwartney%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17931410
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+league+of+their+own%3A+demographics%2C+motivations+and+patterns+of
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cordaro%20FG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21210860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lombardo%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21210860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cosentino%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21210860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Selling+androgenic+anabolic+steroids+by+the+pound%3A+identification+and
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16469027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carrerete%20FB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16469027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Horta%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16469027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sampaio%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16469027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16469027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21940985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21940985

38

Feinberg M.J.; Lumia A.R.; McGinnis M.Y. The effect of anabolic-androgenic steroids on
sexual behavior and reproductive tissues in male rats. Physiol Behav. 1997; 62(1): 23-30.

Felix-Patricio B.; Medeiros J.L.; Jr.; De Souza D.B.; Costa W.S.; Sampaio F.J. Penile
Histomorphometrical Evaluation in Hypertensive Rats Treated with Sildenafil or Enalapril
Alone or in Combination: A Comparison with Normotensive and Untreated Hypertensive
Rats. J Sex Med. 2015; 12(1): 39-47

Fortunato R.S.; Marassi M.P.; Chaves E A.; Nascimento J.H.; Rosenthal D.; Carvalho D.P.
Chronic administration of anabolic androgenic steroid alters murine thyroid function. MedSci
Sports Exerc. 2006; 38(2): 256-261.

Fragkaki A.G.; Angelis Y.S.; Koupparis M.; Tsantili-Kakoulidou A.; Kokotos G.;
Georgakopoulos C. Structural characteristics of anabolic androgenic steroids contributing to
binding to the androgen receptor and to their anabolic and androgenic activities. Applied
modifications in the steroidal structure. Steroids. 2009; 74(2): 172-197.

Frankenfeld S.P.; Oliveira L.P.; Ortenzi V.H.; Rego-Monteiro I.C.; Chaves E.A.; Ferreira
A.C.; Leitdo A.C.; Carvalho D. P.; Fortunato R.S. The anabolic androgenic steroid
nandrolonedecanoate disrupts redox homeostasis in liver, heart and kidney of male Wistar
rats. PLoSOne. 2014; 16- 9(9): €102699.

Gaillard J. L; Silberzahn P. Aromatization of 19-norandrogens by equine testicular
microsomes. J Biol Chem. 1987; 262: 5717-5722.

Gallo C. B.; Miranda A. F.; Felix-Patricio B.; Ramos C. F.; Cardoso L. E.; Costa W. S.;
Sampaio F. J. Effects of castration and hormone replacement in the urinary bladder of rats:
structural, ultrastructural, and biochemical analysis. J Androl. 2012; 33(4): 684-690.

Gooren L.J.; Saad F. Recent insights into androgen action on the anatomical and
physiological substrate of penile erection. Asian J Androl. 2006; 8(1): 3-9.

Granata A.R.; Rochira V.; Lerchl A.; Marrama P.; Carani C. Relationship between sleep-
related erections and testosterone levels in men. J Androl. 1997; 18(5): 522-527.

Guyton A.C.; Hall J. E. Fisiologia humana e mecanismos das doencas. Sexta edi¢ao.1997.
Handelsman D.J. Testosterone: Use, misuse and abuse. Med J Aus. 2006 16; 185(8): 436-439.

Hartgens F.; Kuipers H. Effects of androgenic-anabolic steroids in athletes. Sports Med. 2004;
34(8): 513-554.

Hayes F.J; DeCruz S.; Seminara S.B.; Boepple P.A.; Crowley W.F.Jr. Differential regulation
of gonadotropin secretion by testosterone in the human male: absence of a negative feedback
effect of testosterone on follicle-stimulating hormone secretion. J Clin Endocrinol Metab.
2001; 86(1): 53-58.

Junqueira L.C.; Carneiro J. Histologia Basica. 11 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan
2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Feinberg%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9226338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lumia%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9226338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McGinnis%20MY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9226338
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+effect+of+anabolic+androgenic+steroids+on+sexual+behavior+and+reproductive+tissues+in+male+rats.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25407323
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25407323
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25407323
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25407323
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fortunato%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16531893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marassi%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16531893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaves%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16531893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nascimento%20JH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16531893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosenthal%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16531893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalho%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16531893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=fortunato%2C+Chronic+Administration+of+Anabolic+Androgenic+Steroid+Alters+Murine+Thyroid+Function
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=fortunato%2C+Chronic+Administration+of+Anabolic+Androgenic+Steroid+Alters+Murine+Thyroid+Function
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fragkaki%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Angelis%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koupparis%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsantili-Kakoulidou%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kokotos%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Georgakopoulos%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19028512
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Structural+characteristics+of+anabolic+androgenic+steroids+contributing+to+binding+to+the+androgen+receptor+and+to+their+anabolic+and+androgenic+activities%3A+Applied+modifications+in+the+steroidal+structure
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Frankenfeld%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20LP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ortenzi%20VH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rego-Monteiro%20IC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaves%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leit%C3%A3o%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalho%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fortunato%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25225984
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22052775
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22052775
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hartgens%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15248788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuipers%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15248788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15248788
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DeCruz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11231978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Seminara%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11231978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boepple%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11231978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crowley%20WF%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11231978

39

Khamanarong K.; Diloksambandh V. The androgenic activities of nandrolone
phenylpropionate and nandrolone decanoate in comparing to testosterone propionate. J Med
Assoc Thai. 1985; 68(7): 361-72.

Lucia A.; Chicharro J.L.; Pérez M.; Serratosa L.; Bandrés F.; Legido J.C.
Reproductivefunction in maleenduranceathletes: sperm analysis and hormonal profile. J Appl
Physiol (1985). 1996; 81(6): 2627-2636.

Lumia A.R.; McGinnis M.Y. Impact of anabolic androgenic steroids on adolescent males.
Physiol Behav. 2010; 100(3): 199-204.

Mills T.M.; Reilly C.M.; Lewis R.W. Androgens and penile erection: a review. J Androl.
1996; 17(6): 633-638.

Miranda A.F.; Gallo C.B.; De Souza D.B.; Costa W.S.; Sampaio F.J. Effects of castration and
latehormonalreplacement in the structure of rat corpora cavernosa. J Androl. 2012; 33(6):
1224-1232.

Montes G.S.; Junqueira L.C. The use of the Picrosirius-polarization method for the study of
the biopathology of collagen. Mem Inst Oswaldo Cruz. 1991; 86 Suppl 3: 1-11.

Murashima A.; Kishigami S.; Thomson A.; Yamada G. Androgens and mammalian male
reproductive tract development. Biochim Biophys Acta. 2015; 1849(2): 163-170.

Pinheiro A.C.;Costa W.S.;Cardoso L.E.;Sampaio F.J. Organization and relative content of
smooth muscle cells, collagen and elastic fibers in the corpus cavernosum of rat penis. J Urol.
2000; 164:1802-1806.

Pitteloud N.; Dwyer, A.A.;DeCruz S.; Lee H.; Boepple P.A.; Crowley W.F.Jr.; Hayes F.J.
The relative role of gonadal sex steroids and gonadotropin-releasing hormone pulse frequency
in the regulation of follicle-stimulating hormone secretion in men. J Clin Endocrinol Metab.
2008; 93(7): 26862692,

Pope H.G.Jr.; Katz D.L. Psychiatric and medical effects of anabolic-androgenic steroid use. A
controlled study of 160 athletes. ArchGenPsychiatry. 1994; 51(5): 375-382.

Quinlan D.M.; Nelson R.J.; Partin A.W.; Mostwin J.L.; Walsh, P.C. The rat as a model for the
study of penile erection. J Urol. 1989; 141(3): 656-661.

Shahidi T.N. Review of chemistry, biological action, and clinical applications of anabolic-
androgenic steroids. Clin. Titer. 2001; 23(9): 1355-1390.

Shen Z.J.; Zhou X.L.; LU Y.L.; Chen Z.D. Effect of androgen deprivation on penile
ultrastructure. Asian J Androl. 2003; 5 (1): 33-36.

Shokri S.; Aitken R.J.; Abdolvahhabi M.; Abolhasani F.; Ghasemi F.M.; Kashani I.;
Ejtemaeimehr S.; Ahmadian S.; Minaei B.; Naraghi M.A.; Barbarestani M. Exercise and
supraphysiological dose of nandrolone decanoate increase apoptosis in spermatogenic cells.
Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2010; 106(4): 324-330.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khamanarong%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4056644
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diloksambandh%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4056644
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=the+androgenic+activities+of+nadrolone+phenilpropionate+and+nadrolone+decanoate+in+comparing+to+testosterone+propionate
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=the+androgenic+activities+of+nadrolone+phenilpropionate+and+nadrolone+decanoate+in+comparing+to+testosterone+propionate
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9018515
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20096713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22790644
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22790644
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Montes%20GS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1726969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Junqueira%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1726969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1726969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murashima%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24875095
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kishigami%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24875095
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomson%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24875095
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamada%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24875095
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24875095
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pinheiro%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11025773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11025773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cardoso%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11025773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sampaio%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11025773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Organization+and+relative+content+of+smooth+muscle+cells%2C+collagen+and+elastic+fibers+in+the+corpus+cavernosum+of+rat+penis.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18073301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boepple%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18073301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crowley%20WF%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18073301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hayes%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18073301
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pope%20HG%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8179461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katz%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8179461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Psychiatric+and+medical+effects+of+anabolicandrogenic+steroid+use%3A+A+controlled+study+of+160+athletes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shokri%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20002066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aitken%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20002066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abdolvahhabi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20002066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abolhasani%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20002066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghasemi%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20002066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kashani%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20002066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ejtemaeimehr%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20002066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahmadian%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20002066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Minaei%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20002066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Naraghi%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20002066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barbarestani%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20002066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Exercise+and+supraphysiological+dose+of+nandrolone+decanoate+increase+apoptosis+in+spermatogenic

40

Singh P. Andropause: Current concepts. Indian J Endocrinol Metab. 2013; 17(Suppl 3): S621-
629.

Thorlindsson T.; Halldorsson V. Sport, and use of anabolic androgenic steroids among
Icelandic high school students: a critical test of three perspectives. Subst Abuse Treat Prev
Policy. 2010; 5: 32.

Traish A.M.; Guay A.T. Are androgens critical for penile erections in humans? Examining the
clinical and preclinical evidence. J Sex Med. 2006; 3(3): 382-404; discussion 404-407.

Vargas R.A.; Oliveira L.P.; Frankenfeld S.; Souza D.B.; Costa W.S.; Favorito L.A.; Sampaio
F.J. The prostate after administration of anabolic androgenic steroids: a morphometrical study
in rats.Int Braz J Urol. 2013; 39(5): 675-682.

Wang C.; Cunningham G.; Dobs A.; Iranmanesh A.; Matsumoto A. M.; Snyder P.J.; Weber
T.; Berman N.; Hull L, Swerdloff R. S. Long-term testosterone gel (AndroGel) treatment
maintains beneficial effects on sexual function and mood, lean and fat mass, and bone mineral
density in hypogonadal men. J Clin Endocrinol Metab. 2004; 89(5): 2085-2098.

Yesalis C.E.; Kennedy N.J.;Kopstein A.N.; Bahrke M.S. Anabolic-androgenic steroid use in
the United States. JAMA. 1993; 270(10): 1217-1221.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Singh%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24910824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24910824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21172024
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21172024
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24267110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24267110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cunningham%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dobs%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iranmanesh%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matsumoto%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Snyder%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weber%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weber%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Berman%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hull%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Swerdloff%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15126525
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Long-Term+Testosterone+Gel+(AndroGel)+Treatment+Maintains+Beneficial+Effects+on+Sexual+Function+and+Mood%2C+Lean+and+Fat+Mass%2C+and+Bone+Mineral+Density+in+Hypogonadal+Men
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8355384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8355384

APENDICE - Artigo cientifico referente a dissertagdo

5 - ORIGINALARTICLE
EXPERIMENTAL UROLOGY

Morphometric study of the corpus cavernosum after anabolic androgenic steroid
administration in pubertal and adult rats’

Alessandro de Sousa Mendes de Sena’, Rafael Areas Vargas™, Diogo Benchimol De Souza™, Waldemar Silva Costa', Francisco
José Sampaio"

DOI: http://dx.doi.org/10.1590/50102-8650201 50070000005

"Fellow Master degree, Postgraduate Program in Physiopathology and Surgical Sciences, Urogenital Research Unit, Universidade Estadual do Rio de
Janeiro (UERJ), Brazil. Acquisition and interpretation of data, manuscript preparation.

“Master, Postgraduate Program in Physiopathology and Surgical Sciences, Urogenital Research Unit, Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ),
Brazil. Acquisition of data, manuscript preparation.

WPhD, Associate Professor, Postgraduate Program in Physiopathology and Surgical Sciences, Urogenital Research Unit, Universidade Estadual do Rio
de Janeiro (UERJ), Brazil. Conception and design of the study, acquisition and interpretation of data, manuscript preparation.

VPhD, Associate Professor, Postgraduate Program in Physiopathology and Surgical Sciences, Urogenital Research Unit, Universidade Estadual do Rio
de Janeiro (UERJ), Brazil. Conception and design of the study, interpretation of data, manuscript preparation.

YPhD, Full Professor, Postgraduate Program in Physiopathology and Surgical Sciences, Urogenital Research Unit, Universidade Estadual do Rio de
Janeiro (UERJ), Brazil. Conception and design of the study, critical revision.

ABSTRACT

PURPOSE: To evaluate the penile morphological modifications of pubertal and adult rats chronically treated with supra-physiological
doses of anabolic androgenic steroids.

METHODS: Forty-eight male Wistar rats were distributed into four groups: two control groups. 105- and 65-day-old (C105 and C65,
respectively) injected with peanut oil (vehicle); and two treated groups, 105- and 65-day-old (T105 and T635, respectively) injected with
nandrolone decanoate at a dose of 10 mg Kg' of body weight. The rats were injected once a week for eight weeks. The rats were then
killed and their penises were processed for histomorphometric analyses. The mean of each parameter was statistically compared.
RESULTS: A corpus cavernosum reduction of 12.5% and 10.9% was observed in the T105 and T65 groups, respectively, when
compared with their respective control groups. The cavernosum smooth muscle surface density diminished by 5.6% and 12.9% in the
T65 and T105 groups, respectively, when compared with their controls. In contrast, the sinusoidal space increased by 17% in the T105
group and decreased by 9.6% in the T65 group.

CONCLUSION: The use of supra-physiological doses of AAS promotes structural changes in the rat penis, by altering the proportions
of corpus cavernosum tissues, in both pubertal and adult treated animals.

Key words: Penis. Anabolic Agents. Erectile Dysfunction. Rats.
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Introduction

Anabolic androgenic steroids (AAS) are synthetic
testosterone derivatives that can have major effects on the human
body. It is known that both testosterone and AAS diminish
body fat and increase muscle mass and, thus, improve athletic
performance. This effect has prompted indiscriminate AAS use
by professional and amateur athletes, both youth and adults, in an
attempt to improve their sport performance!’.

One study showed that 1 to 3 million men and women
in the United States have used AAS?. According to some authors,
these drugs are commonly used in doses 10- to 100-fold greater
than the physiological levels, involving a single drug or a mixture
of various AAS*7.

Many side effects of this practice have been reported,
including disorders of the urogenital system?®. It is known that high
doses of nandrolone decanoate reduce testicular volume and the
length of the seminiferous tubules in rats®. AAS can also decrease
the weight and volume of the prostate, and increase the prostatic
epithelium width in rats'®.

Regarding the penis, it is well known that adequate levels
of testosterone are necessary to maintain its normal morphology
and the proper functioning of erectile bodies''2. Therefore, it
was hypothesized that AAS may affect penile morphology. To
the best of our knowledge, there is no information on the effects
of supra-physiological doses of AAS on the corpus cavernosum
tissue. Thus, this study aimed to assess the penile morphological
modifications of pubertal and adult rats chronically treated with
supra-physiological doses of AAS.

Methods

All experiments were performed in accordance with
the Brazilian laws for scientific use of animals, and the project
was approved by the local ethics committee (protocol no.
CEUA/036/2012).

We studied 48 male Wistar rats which were kept in
a room with controlled temperature (22 + 2°C) and an artificial
dark-light cycle (lights on from 7:.00 a.m. to 7:.00 p.m.). They
were fed standard rat food and water ad libitum. The rats were
distributed into four groups: control rats 105-day-old (C105) (n =
10), control rats 65-day-old (C65) (n = 14) injected only with the
carrier (peanut oil), treated rats 105-day-old (T105) (n = 10), and
treated rats 65-day-old (T65) (n = 14). The treated rats (T65 and
T105) were injected with nandrolone decanoate at a dose of 10
mg Kg'! of body weight while the control groups (C65 and C105)

were injected with 90% peanut oil (diluted in benzoic alcohol) as
carrier’'’. Both the steroid hormone and carrier were administered
by intramuscular injection once a week for eight weeks. This
treatment protocol was established to simulate a commonly
used protocol in humans during puberty or at early adulthood, as
previously published elsewhere!!°.

Therats werekilledby anesthetic overdose (intraperitoneal
thiopental injection) when they were 161- (C105 and T105) or
121-day-old (C65 and T65). The penises were dissected and fixed
in 4% buffered formalin. The penile mid-shaft was processed for
paraffin embedding to obtain 5-um sections, which were stained
with picrosirius red or Masson’s trichrome.

Images of the cross-sections stained with picrosirius
red were captured under x12 magnification with a digital camera
(AxionCan ERCSS, Karl Zeiss, Gottingen, Germany) coupled to a
stereomicroscope (SteREO Discovery V8, Karl Zeiss, Gottingen,
Germany). In these images, the cross-sectional areas of the penis,
corpus cavernosum (with and without tunica albuginea), and
tunica albuginea alone were measured in mm? using the Imagel
software (version 1.45s, National Institutes of Health, Bethesda,
USA) using the “Free Hand” tool after calibration. The area of the
tunica albuginea was estimated by the difference in the areas of the
corpus cavernosum with and without the tunica albuginea'®.

In these sections stained with picrosirius red, by
observation under x400 magnification and polarized light, the
collagen types of corpus cavernosum were differentiated as types
IIIT (in green) and I (red/orange). These images were captured
with a digital camera (DP70, Olympus, Tokyo, Japan) coupled to
amicroscope (BX51, Olympus, Tokyo, Japan).

The surface densities (Sv) of the corpus cavernosum
connective tissue, sinusoidal space, and smooth muscle
were measured by examining cross-sections stained with
Masson’s trichrome. For each amimal, 25 corpus cavernosum
photomicrographs were obtained under x400 magnification. The
density of each of these structures was expressed as a percentage
obtained by the point-counting method". Briefly, a 100 points grid
was superimposed over the images using the “grid” tool of the
Image] software, and each structure touched by one point was
counted as a connective tissue, sinusoidal space, smooth muscle,
or other structure. The “cell counter” tool of the Imagel program
was used to count each structure separately.

For each parameter, the mean of each control group
was compared to its age-matched treated group. Results were first
analyzed using the D’Agostino & Pearson omnibus normality test.
Parametric data were then compared using the Student’s #test, while
nonparametric data were compared using the Mann-Whitney test. For
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all analyses, two-tailed tests were used. All analyses were performed
using the GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software, San
Diego, USA). Mean differences were considered significant at
P<0.05. All results are presented as means =+ standard deviation.

Results

Penile cross-sectional area

There was no difference on the penis cross-sectional area
betweenthe adult groups (C105 vs T105). When comparing the results
of pubertal animals, a 5.6% reduction in the penile cross-sectional
area was observed in T65 animals compared to C65 animals.

Corpus cavernosum cross-sectional area with and

without the tunica albuginea

The cross-sectional area of the corpus cavernosum with
the tunica albuginea was similar between C105 and T105 animals,
but a 12.5% reduction in the corpus cavernosum without the tunica
albuginea of the treated animals was observed compared to their
age-matched controls.

Regarding the pubertal treated animals (T65), the
area of the corpus cavernosum with and without the tunica

albuginea was 6.9% and 10.9% smaller, respectively, than in
C65 animals.

Tunica albuginea cross-sectional area

The cross-sectional area of the tunica albuginea was
similar among the pubertal animals. When comparing the C105
and T105 groups, a 20% area increase was recorded in C105
animals.

Corpus cavernosum connective tissue density

When analyzing the connective tissue by point-counting
planimetry, we observed a 6.8% increase in connective tissue
density inthe T65 group compared to the C65 group. T105 animals
showed connective tissue density values similar to those of C105
animals (Figure 1).

Corpis cavernosum sinusoidal space density

Sinusoidal space density analysis showed a 9.6%

reduction in group T65 compared to the C65 group. The density
of the adult treated group (T105) was 17% higher than that of the
C105 group (Figure 1).

FIGURE 1 - Photomicrograph of penile corpus cavernosum from rats showing the differences among control animals and animals treated with
anabolic androgenic steroids. A) Group C105; B) Group T105; C) Group C65; D) Group T65. Masson's Trichrome, x400.
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Corpus cavernosum smooth muscle density

Corpus cavernosum smooth muscle density was 5.6%

lower in the pubertal treated group than in its control group. In

the adult groups, the T105 group showed a 12.9% reduction when
compared with the C105 group (Figure 1). All the morphometric
data of pubertal and adult animals are shown in Tables 1 and 2,
respectively.

TABLE 1 - Penile morphometrical data from pubertal control animals (C65) and animals treated with supra-physiological

doses of androgenic anabolic steroids (T65).

Co65 T65 p value
Penile cross-sectional area (mm?) 7.48+0.52 7.06 +0.66 <0.01
Corpora cavernosa area with tunica (mm?) 5.45+0.39 5.07+0.49 <0.01
Corpora cavernosa area without tunica (mm?) 2.98 +£0.39 2.65+0.29 <0.001
Area of the tunica albuginea (mm?) 2474027 2.55+0.48 0.70
Sv of the sinusoidal space (%) 287+ 11.6 26.0+10.2 <0.05
Sv of connective tissue (%) 541+13.4 578+11.9 <0.01
Sv of smooth muscle tissue (%) 16.0+£54 151450 <0.05

Data are presented as means + standard deviation. Data was compared by Student’s 7-test considering significant at p<0.05. Sy, surface density.

TABLE 2 - Penile morphometrical data from adult control animals (C105) and animals treated with supra-physiological doses

of androgenic anabolic steroids (T105).

C105 T105 p value
Penile cross-sectional area (mm?) 7.22+0.92 735+1.16 0.57
Corpora cavernosa area with tunica (mm?) 532+£071 5.43+£1.03 0.66
Corpora cavernosa area without tunica (mm?) 2924034 2.55+0.40 <0.01
Area of the tunica albuginea (mm?) 2.40+045 2.88 £0.70 <0.05
Sv of the sinusoidal space (%) 245+8.2 28.7+13.8 <0.05
Sv of connective tissue (%) 595+ 11.1 572+£155 0.40
Sv of smooth muscle tissue (%) 151+6.3 13.1+4.6 <0.01

Data are presented as means + standard deviation. Data was compared by Student’s #-test considering significant at p<0.05. Sy, surface density.

Collagen types

Picrosirius  red-stained cross sections of corpus
cavernosum observed under polarized light of both T65 and
T105 animals showed a higher predominance of green collagen
(collagen type III), compared to the control animals. The latter

showed a greater amount of red/orange collagen.
Discussion

Tt is well known that androgenic hormones are important
in sexual differentiation and male genital organ formation'.
Furthermore, testosterone acts on other tissues that are not
directly related to the genital system such as the adipose and
muscle tissues'®"”. Because of these effects, many athletes, both

professionals and amateurs, youths and adults, use synthetic

testosterone  derivatives irresponsibly. Anabolic androgenic
steroids are more powerful than testosterone and are often used
at much higher concentrations than the physiological levels. Their
use results in muscle mass increase and adipose mass decrease,
enabling users to achieve aesthetic results or athletic performances
that could not be obtained without the use of these hormones.
Although AAS are Class IIT drugs, with their use being subject
to strict rules, illegal access to these substances without medical
guidance is easy's.

However, besides the desired esthetic and/or athletic
effects, high serum concentrations of these hormones cause
important negative physiological changes that jeopardize the
health of users. In addition to changes in vital organs such as
the heart, kidneys, and liver, studies have shown that urogenital
system organs are also affected. For example, the prostate and
testes of animals injected with these hormones show pronounced
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morphological changes, compatible with functional alterations®°.
Several studies have considered the effects of AAS; however, to
the best of our knowledge, this is the first study to characterize the
penis of rats after AAS use.

We observed important alterations both in the cross-
sectional area of erectile structures and in corpus cavernosum
composition after the chronic use of nandrolone decanoate in rats.
These changes could be explained because the penis is an organ
that responds strongly to testosterone.

In a study in which rats were subjected to androgen
deprivation, a 21% reduction in the penis cross-sectional area was
observed. These animals also showed reduced smooth muscle and
sinusoidal space in the corpus cavernosum'?. Changes in the penile
erectile tissue were also noted in another study where the serum level
of testosterone was 57% reduced. This reduction resulted in smooth
muscle reduction and cavernosum connective tissue increase'.

Interestingly, in the present study, animals treated
with synthetic androgen showed changes comparable to those
seen on animals subjected to androgen deprivation (i.e., smooth
muscle reduction, connective tissue increase, and penis and/
or corpus cavernosum area reduction). Since AAS are known to
depress the production of endogenous testosterone, the changes
observed might be due to this negative feedback mechanism. The
measurement of serum testosterone levels in animals receiving
AAS would be of interest for further explaining this theory.

Correct proportions of the elements that compose
the corpus cavernosum (connective tissue, smooth muscle,
endothelium, and sinusoidal space) are required for proper erectile
function. It has been demonstrated that in individuals with erectile
dysfunction, the proportions of these elements are altered'.
Therefore, it is possible that the changes observed in animals
treated with high AAS doses might be associated with impaired
erectile function. Thus, in future studies, it would be interesting to
check erectile function by cavernosometry in animals treated with
high AAS doses.

Adolescence is a highly sensitive period for organic
and sexual development. Often at this period, an interest for
experimenting with drugs and sex is developed. In addition,
the desire to improve their athletic appearance prompts some
adolescents to abuse AAS without considering the negative side
effects. Several articles have also shown that the use of anabolic
steroids by teenagers is sometimes motivated purely by a desire
to experiment with restricted drugs and not by a desire to enhance
their appearance and/or sport performance®. AAS are also
commonly used along with other legal drugs (alcohol and tobacco)
as well as with illegal substances®'. The profile of young steroid
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users appears to be distinct from that of adult users, whose steroid
use is usually associated with sport practice in order to gain muscle
mass and lose body fat. In addition, it is known that many adults
also use steroids for purely esthetic purposes®.

The knowledge that AAS use promotes pronounced
changes in the penile tissue of rats might discourage the abusive
use of these drugs. The risk of penile damage might outweigh the
desire to improve their appearance and sport performance in many
adolescents and young adults.

In the present study, we observed changes in the penises
of pubertal and adult animals immediately after AAS treatment.
However, we cannot determine whether the changes caused by
the use of these drugs are permanent or whether the changes
could be restored after their use is discontinued. Also, studying
the effects of other dosages and schemes of AAS administration
on penile morphology would be of interest since different drugs,
doses and schemes are used by athletes. Finally, although the
penile tissue of rats differs from that of humans, the two species
possess the same penile structural components and respond very
similarly when exposed to many experimental situations *%.
Thus, the results obtained in our study are likely to be relevant

to humans.
Conclusion

The use of supra-physiological doses of anabolic
androgenic steroids promotes structural changes in the rat penis,
by altering the proportions of corpus cavernosum tissues, in both

pubertal and adult treated animals.
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a responsabilidade de Waldemar da Silva Costa, esta de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica Para o Cuidado e Uso
de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gonies da UERJ
(CEUA), em 22/08/2012. Este certificado expira em 22/08/2016.

Rio de Janeiro, 22 de Agosto de 2012.
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