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Resumo: Esterdides anabolizantes androgénicos sdo hormonios, com propriedades anabélicas e androgénicas,
que tem como principal fungdo o aumento da sintese protéica (ELASHOFF et al., 1991). Vérios efeitos
colaterais devido ao uso indiscriminado destes hormonios (WILSON, 1988) sdo verificados em estudos in
vivo, entretanto poucos estudos sdo feito em cultura de células. Este trabalho teve por objetivo verificar as
alteracdes morfoldgicas ocorridas no reticulo endoplasmatico e no nucleo apds tratamento com o hormdnio
Propionato de Testosterona, utilizando o método de microscopia de fluorescéncia. A linhagem celular
utilizada foi a CHO-KI1(proveniente de ovario de hamster chinés) e varias doses e tempos diferentes de
incubagdo com o hormdnio. Depois da incubagdo as células foram marcadas com marcadores fluorescentes os
quais foram DAPI e DioCg(3) para nucleo e reticulo, respectivamente e fotografadas. Como resultado pode-se
observar comprometimento da membrana, fragmentagdo nuclear, formacdo de vesiculas no reticulo
endoplasmatico e perda da caracteristica de rede do mesmo. Concluiu-se que a maior dose do hormdnio ¢ letal

para a linhagem celular utilizada.

INTRODUCAO

Os esterdides Anabolizantes Androgénicos
(EAA's) incluem a testosterona em sua forma
natural e também seus intimeros derivados
sintéticos, entre eles a dihidrotestosterona,
decanoato de  nandrolona, cipionato de
testosterona e propionato de testosterona. Essas
drogas vém sendo utilizadas principalmente por
atletas e individuos que desejam aumentar a
massa muscular (HAUPT, 1984). Contudo, essas
drogas possuem varios efeitos prejudiciais ao
organismo, como por exemplo, hipertrofia
cardiaca (MELCHERT, 1995), dislipidemia,
hipertensdo arterial, hepatotoxicidade, hipertrofia
prostatica, atrofia testicular e ovariana (WADE,
1972). Os hormonios esteroides sdo capazes de
produzir efeitos rapidos (com até 2 min) em varios
tipos celulares( WEHLING, 1997). Estas respostas
rapidas ndo sdo compativeis com 0 mecanismo
classico de agdo proposto para estes hormonios,
no qual envolve a ligacdo a receptores
intracelulares, processos de transcri¢do e sintese
protéica (BEATO, 1989).

OBJETIVO:

Estudar as alteragdes morfoldgicas no nucleo e no
reticulo endoplasmatico através de microscopia de
fluorescéncia apds tratamento com propionato de
testosterona.

MATERIAL E METODOS

Hormonio: Esteréide Anabolizante Androgénico
Propionato de Testosterona dissolvido em oOleo
EDENOR EV 85 KR (Cognis, Brasil) e metanol
para a concentragdo estoque de ImM.

Linhagem celular: Células CHO-K1 (ovario de
hamster chinés) foram cultivadas com meio
HAM-F12 com 10% de soro fetal bovino (SFB)
em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de COs.
Microscopia de Fluorescéncia: Para analise em
microscopia de fluorescéncia as células foram
cultivadas em placas NUNC de 24 pogos
contendo laminulas redondas estéreis. O numero
de células utilizado foi de 1 x 10° células/ml em
meio HAM-F12 com 10% SFB, incubadas
"overnight" a 37°C em atmosfera de 5% de CO,.
As células foram incubadas com o propionato de
testosterona nas concentragdes de 50 e 100nM em
meio de cultura, para o controle foi utilizado meio
de cultura sem o horménio. Os tempos de
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incubagdo foram de 6h e 24h. Para a marcagdo do
reticulo endoplasmatico retirou-se o meio de
cultura e as células foram lavadas com PBS para
entdo serem marcadas. As laminulas foram
colocadas sobre uma gotinha do marcador DioCs,
onde ficaram por 15 minutos. Em seguida foram
lavadas e fixadas em 200l de paraformaldeido
(PA) a 4%, por 10 minutos. Apds a marcacao,
material foi lavado e as laminulas montadas em
laminas  contendo  n-propil-galato. Para a
marcagdo do nucleo as células foram lavadas com
PBS pré-aquecido e fixadas com paraformaldeido
(PA) 4% por 10 minutos. Em seguida foram
lavadas e marcadas com o marcador DAPI por 10
minutos. Apds a marcagdo, o material foi lavado e
as laminulas foram montadas em laminas
contendo  n-propil-galato. O  material foi
fotografado com o sistema fotografico Leica MPS
30.

RESULTADOS

As fotomicrografias revelaram que as células
incubadas com 50nM do horménio nos tempos de
6 e 24 horas apresentavam vesiculas no reticulo
endoplasmatico e perda da caracteristica de rede.
Também pode-se perceber que houve perda da
adesdo celular e fragmentacdo nuclear. Além
disso, as células perderam seu formato original
(células alongadas) adquirindo um formato mais
arredondado. As células incubadas com 100nM
por 6 horas apresentaram stress celular,
fragmentagdo nuclear, o que marca inicio de
apoptose e o completo desaparecimento do
reticulo. No periodo de 24 horas houve perda da

adesdo celular e comprometimento da integridade
da membrana.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos concluiu-se que
a dose de 50nM ndo causou tantos danos ao
reticulo endoplasmético como a dose de 100nM.
Esta dose foi considerada letal para a célula. O
mesmo foi observado no nucleo, ou seja, a dose
de 100nM foi considerada letal para a linhagem
celular utilizada.
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