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Resumo - Os esterdides anabolizantes androgénicos sdo derivados sintéticos da testosterona, o principal
hormdnio sexual masculino e sao substancias utilizadas em grande quantidade por atletas e outros que
desejam aumentar a massa muscular e o desempenho atlético (BAHRKE; YESSALIS, 2004). Devido ao uso
indiscriminado destes hormdnios diversos efeitos colaterais tém sido verificados em estudos in vivo
(WILSON, 1998), entretanto pouco se sabe sobre o que acontece com a célula quando exposta a estes
horménios. O objetivo do estudo foi verificar o efeito do hormdnio Propionato de Testosterona sobre as
mitocondrias através de microscopia 6ptica de fluorescéncia com a linhagem celular CHO-K1. Foram
aplicadas diferentes concentragdes do hormoénio em periodos variados. Apds a realizagao da incubacédo as
células foram marcadas com a sonda fluorescente MitoTracker Orange™. Os resultados demonstraram que
houve mudanga na morfologia e um aumento consideravel no numero de organelas com a concentragéo de
100nM tanto em 6 quanto em 24 horas de incubagéo.

Palavras-chave: anabolizantes androgénicos, cultura celular, mitocdndria

Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas
Introducao

Os esterdides anabdlicos androgénicos (EAAS)
sdo substancias utilizadas em grande quantidade
por atletas e outros que desejam aumentar a
massa muscular ou o desempenho atlético, mas
que podem trazer conseqiiéncias negativas para a
saude em longo prazo (WOQOD, 2004).

Estes horménios sdo amplamente utilizados em
tratamentos de muitos distarbios androgénicos
(PASQUALOTTO et al, 2004). No entanto,
diversos efeitos colaterais podem ser observados
devido ao abuso por parte dos atletas, incluindo
distarbios enddcrinos, hepaticos e
cardiovasculares (MARAVELIAS et al, 2005).

N&o ha muita informag&o sobre o que acontece
com a célula e suas estruturas internas quando
expostas a estes agentes em grandes
quantidades. Por isso, este trabalho objetiva
estudar o efeito de um esteréide anabdlico
androgénico, o Propionato de Testosterona, nas
mitocondrias, organelas de extrema importancia
para a célula, através de microscopia Optica de
fluorescéncia.

Metodologia

Hormonio: O hormoénio utilizado foi o Esterdide
Anabolizante ~ Androgénico  Propionato  de
Testosterona, derivado sintético da Testosterona
(SP Farma Ltda, BR, Lote #020701), diluido em
6leo EDENOR KV 85 - Cognis, Brasil — para uma

solugdo estoque a 1mM. A solugdo estoque a
1mM foi diluida em meio de cultura e metanol
(Merck) (10uL de solugao estoque, 10uL de 14
metanol e 980uL de meio) para que se pudesse
obter uma concentracdo de Propionato de
Testosterona a 10uM. A partir desta, foram
realizadas mais duas diluigdes em meio de cultura
para a obtencdo das concentragoes de 50 e
100nM, que foram as utilizadas nas células.

Linhagem celular: Células CHO-K1 (ovario de
hamster chinés) foram cultivadas com meio HAM-
F12 com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
antiobidtico-antimicético em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO..

Microscopia de Fluorescéncia: Para andlise em
microscopia de fluorescéncia as células foram
cultivadas em placas NUNC de 24 pocos contendo
laminulas redondas estéreis. O niumero de células
utilizado foi de 1 x 10° células/mL em meio de
cultura, incubadas ‘"overnight" a 37°C em
atmosfera de 5% de CO,. Foram analisados cinco
(5) grupos de célula. Um grupo foi o controle.
Neste, as células nio tiveram contato com o
hormdnio, ou seja, receberam apenas meio de
cultura. Um grupo foi incubado com o horménio na
concentragdo de 50nM durante 6 horas. Outro foi
incubado com a concentragdo de 100nM durante 6
horas. Outro grupo foi incubado com a
concentracdo de 50nM por 24 horas. Finalmente,
0 quinto grupo foi incubado com a concentragao
de 100nM por 24 horas. Apdés o periodo de
incubagdo as células foram marcadas com 150uL
da sonda fluorescente MitoTracker Orange™ na
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concentragcdo de 150nM por 20 minutos. Em
seguida foram lavadas com meio de cultura fresco
e pré-aquecido para entdao serem fixadas com
200uL paraformaldeido a 3,7% (diluido também
em meio de cultura sem soro) por 15 minutos.
Apds a marcagao o material foi lavado, montado
em laminas contendo n-propil-galato e observado
em microscopio de epifluorescéncia modelo Leica
DMLB. As fotomicrografias foram feitas com o
sistema fotografico Leica MPS 30.

Resultados

As fotomicrografias revelaram um grupo controle
apresentando quantidade e distribuicdo normais
das mitocdndrias ao redor do nucleo e também ao
longo do citoplasma como indica a seta (Figura
1a). Ao término de 6 horas de incubagdo com
50nM do Propionato de Testosterona ndao houve
mudangas significativas da quantidade e da
distribuicdo das mitocéndrias em comparagdo com

o grupo controle (Figura 1b). Entretanto, com a
concentragdo de 100nM do horménio é possivel
notar um aumento na fluorescéncia das
mitocondrias marcadas, o que pode indicar um
aumento no numero de organelas, as quais
também apresentavam uma morfologia mais
alongada, filamentosa como mostra a seta (Figura
1c). Com 24 horas as células controle
apresentavam as mesmas caracteristicas, ou seja,
ndo houve mudangas significativas entre 6 e 24
horas. Ver seta (Figura 1d). Com 50nM as
mitocondrias estavam espalhadas por todo o
citosol. As setas mostram fragmentagao nuclear
(Figura 1e). Por fim, o grupo exposto a
concentracdo de 100nM mostrou uma grande
quantidade de mitocdndrias alongadas,

concentradas principalmente ao redor do nucleo,
que estava fragmentado. Na periferia celular
possuiam a forma de compridos filamentos (setas
brancas). As setas verdes indicam fragmentagao
nuclear (Figura 1f).

Figura 1 - Células CHO-K1 tratadas com Propionato de Testosterona e marcadas com MitoTracker
Orange™. Fig.1a: controle. Fig.1b: Células ratadas com 50nM do horménio durante 6horas. Fig. 1c:
Células tratadas com 100nM do horménio durante 6 horas. Fig.1d: Grupo controle. Fig.1e: Células
incubadas com 50nM do horménio durante 24 horas. Fig.1f: Células incubadas com 100nM do hormdnio
durante 24 horas.
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Discusséao

A importancia de se estudar os efeitos causados
por esterdides anabdlicos em cultura de células
estda no fato de que, desta maneira & possivel
observar quais estruturas sdo afetadas e qual a
dimensdo dos danos causados dentro da célula.
Além disso, este tipo de estudo fornece dados que
auxiliam na avaliagdo sobre as consequéncias
para a vida da célula ap6és a interagdo com o
hormonio.

Para a visualizagdo das mitocéndrias apds o
tratamento com o Propionato de Testosterona as
células foram marcadas com MitoTracker
Orange™. O MitoTracker Orange™ €& um
marcador molecular que se difunde através da
membrana plasmatica e se acumula em
mitocdndrias ativas. Uma vez marcada com
MitoTracker a célula pode ser fixada, diferente de
outros corantes para mitocondria. Isso faz com
que o MitoTracker seja melhor para a visualizagao
da estrutura da mitocondria (POOT et al, 1996).

A figura 1c mostrou um aumento na
fluorescéncia o que pode indicar um aumento no
numero de organelas, além disso, sua morfologia
apresentava-se mais alongada. Segundo Alberts,
et al (1997), as mitocdndrias estao localizadas nas
regides da célula onde a demanda de energia é
maior; assim se deslocam de um lado a outro do
citoplasma, para as zonas que necessitam mais de
energia. Alberts et al (1999) também publicou que
0 numero de mitocondrias por célula pode ser
regulado de acordo com a necessidade.

Em nossos estudos anteriores foi demonstrado
que com a incubacéo de 100nM de propionato de
testosterona durante 6h ha presenga de nucleos
apoptoticos (dados nao publicados), portanto, é
muito provavel que o aumento do numero de
organelas (principalmente ao redor do nucleo)
tenha se dado pelo fato das mitocdndrias
participarem ativamente do processo apoptético.
Também foi verificado que nos tempos de
incubacgdo de 6 e 24 horas, as células submetidas
a 100nM possuiam mitocéndrias com aspecto
filamentoso (Figuras 1c e 1f, respectivamente)
diferente das mitocdndrias existentes nas células
dos grupos controle e 50nM, de aspecto granular.
Provavelmente as mitocéndrias adquiriram essa
conformacdo devido a alta atividade em que se
encontravam.

Conclusao

Com base nos resultados analisados, concluiu-
se que o horménio utilizado causou mudanga na
morfologia e um aumento consideravel no nimero
de organelas com a concentragado de 100nM tanto
em 6 quanto em 24 horas de incubagao.
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