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APRESENTACAO

A relacédo entre o uso de esterdides anabolicos androgénicos e a ocorréncia de danos
genéticos, assim como a inibicdo do mecanismo de apoptose e a inducdo de efeitos citotoxicos
(necrose), vem sendo alvo de estudos nos Ultimos anos, e tem despertado o interesse da
comunidade cientifica pelo tema, uma vez que estas alteragdes tém relacdo direta com o
desenvolvimento do cancer. Na Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS),
investigacOes nessa linha de pesquisa tém sido desenvolvidas por discentes da graduacéo e da
p6s-graduacdo sob a orientagdo de pesquisadores do Laboratério de Genética Toxicologica —
LABGENTOX.

De um modo geral, tem sido crescente na literatura médica o relato da ocorréncia de
tipos de cancer relacionados ao uso dos EAA. Contudo, achados que versam sobre a relacédo
entre estes hormonios e as alteragdes, citadas anteriormente, ainda se mostram contraditérios,
sinalizando para a necessidade da realizacdo de novos estudos assim como o aperfeicoamento
do método de pesquisa. A presente dissertacdo intitulada “AVALIACAO DE DANOS
CROMOSSOMICOS, APOPTOSE E NECROSE EM CELULAS ESFOLIADAS DA
MUCOSA ORAL DE USUARIOS DE ESTEROIDES ANABOLIZANTES
ANDROGENICOS”, de autoria do mestrando Jeanderson Pereira Souza, é um dos produtos
de um projeto de pesquisa desenvolvido no LABGENTOX e tem por objetivo avaliar através
de um estudo de corte transversal, as freqliiéncias de alteracdes citologicas, indicativas de
danos cromossémicos, apoptose e necrose, em ndo usuarios e usuarios de esteroides
anabolizantes androgénicos.

O formato de apresentacdo deste exemplar de dissertacdo contempla um artigo
cientifico, sob o titulo: AVALIACAO DE DANOS CROMOSSOMICOS, APOPTOSE E
NECROSE EM CELULAS ESFOLIADAS DA MUCOSA ORAL DE USUARIOS DE
ESTEROIDES ANABOLIZANTES ANDROGENICOS, apresentado no capitulo de
Resultados, de acordo com os critérios do periddico Medicine and Science in sports and
Exercise, segundo a classificacdo de periddicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal do Nivel Superior — CAPES, como periddico Qualis A1 em Saude Coletiva.



RESUMO

A exposicdo a agentes genotoxicos induz alteraces na molécula do DNA que ao
comprometerem genes envolvidos com os mecanismos de reparo e com 0 controle da
proliferacdo e diferenciacdo celular ou genes associados as vias de apoptose, podem levar ao
desenvolvimento de cancer. Entre 0os muitos agentes quimicos que tém sido identificados
como de acdo mutagénica, incluem-se os Esteroides Anabolizantes Androgénicos (EAA),
horménios amplamente utilizados na busca da melhoria do desempenho fisico e aumento da
massa muscular. Objetivo: Neste contexto, objetivou-se com o desenvolvimento do presente
estudo, avaliar o potencial dos esterdides anabolizantes androgénicos decanoato de
nandrolona, propionato de testosterona e cipionato de testosterona em induzir danos
cromossOmicos, apoptose e necrose, através do uso do Teste de Micronucleo em células
esfoliadas da mucosa oral de usuérios de EAA com vista a sua aplicagdo como ferramenta na
prevencdo do cancer. Método: A amostra do estudo foi composta por 55 voluntarios, do sexo
masculino, distribuidos em dois (02) grupos, pareados por idade: 25 individuos (G1) usuarios
de decanoato de nandrolona, propionato de testosterona e cipionato de testosterona
(isoladamente ou simultaneamente) e 30 individuos no grupo controle (G2). A metodologia
de coleta e analise citoldgica seguiu o protocolo de Tolbert et al. (1992) e Thomas et al.
(2009), que inclui, além de micronucleos, o computo de alteracdes nucleares degenerativas
indicadoras de apoptose (cariorréxis, cromatina condensada e picnose) e necrose (caridlise,
cariorréxis, cromatina condensada e picnose). A andlise estatistica dos endpoints analisados
(micronucleo, cariorréxis, cromatina condensada, cariolise, picnose e broken eggs) foi
realizada com o uso do teste condicional para comparacdo de proporcdes em situacdes de
eventos raros. Resultados: A analise estatistica revelou que ndo houve diferenca significativa
na ocorréncia de micronucleo, caridlise e broken eggs entre os grupos. A ocorréncia de
apoptose foi, significativamente, maior em ceélulas dos individuos do grupo controle.
Conclusdo: Os resultados obtidos mostram inibicdo da apoptose induzida pelo uso de EAA,
sugerindo que a associacdo descrita entre uso destas substancias e o processo carcinogénico

possa ser permeada por este mecanismo.

Palavras-chave: Esteroides anabolizantes, genotoxicidade, micronucleo, apoptose.



ABSTRACT

Exposure to genotoxic agents induces changes in the DNA molecule to commit that genes
involved with the repair mechanisms and the control of cell proliferation and differentiation
pathways or genes associated with apoptosis can lead to cancer development. Among the
many chemicals that have been identified as mutagenic action, include the Androgenic
Steroids (AAS), hormones widely used in the search for improved physical performance and
increased muscle mass. Objective: In this context, the aim of the development of this study
was to evaluate the potential of androgenic anabolic steroid nandrolone decanoate,
testosterone propionate and testosterone cypionate to induce chromosome damage,
apoptosis and necrosis, using the micronucleus test in exfoliated cells from the oral mucosa of
users of AAS with a view to its application as a tool in cancer prevention. Method: The study
sample consisted of 55 volunteers, male, divided into two (02) groups, matched for age: 25
subjects (G1) users of nandrolone decanoate, testosterone propionate and testosterone
cypionate (alone or simultaneously ) and 30 subjects in the control group (G2). The
collection methodology and cytological analysis followed the protocol of Tolbert et al. (1992)
and Thomas et al. (2009), which includes, in addition to micronuclei, the computation of
degenerative nuclear changes indicative of apoptosis (cariorréxis, condensed chromatin and
pyknosis) and necrosis (karyolysis, cariorréxis, condensed chromatin and pyknosis).
Statistical analysis of the endpoints analyzed (micronucleus, cariorrexis, condensed
chromatin, karyolysis, pyknosis and broken eggs) was performed using the conditional test to
compare proportions in situations of rare events. Results: Statistical analysis revealed no
significant difference in the occurrence of micronuclei, karyolysis and broken eggs between
groups. The occurrence of apoptosis was significantly greater in cells from control
individuals. Conclusion: The results show inhibition of apoptosis induced by EAA,
suggesting that the described association between the use of these substances and the

carcinogenic process can be permeated by this mechanism.

Keywords: Anabolic steroids, genotoxicity, micronuclei, apoptosis.



10

SUMARIO

1 INTRODUGAD. .......cooieeeeceeeee et eseeeee et es s s ss s ss s 11
2 OBJIETIVOS. ..ottt ettt 13
3 HIPOTESES. ..ottt ettt sttt sttt s 14
4 REVISAO DE LITERATURA. ...coooiteeeeeeeeeeees ettt es st ss s 15
5 METODOLOGIA. ..ottt 19
5.1 TIPO DE ESTUDO ..ottt sttt 19
5.2 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA. .....ooottieteeeeeeeeeeeeeeee e 19
5.3 COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL......o.oouiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeene 20
5.4 ANALISE CITOLOGICA. ..ot eee et en e tnase s 20
5.5 ANALISE ESTATISTICA. ..ottt ettt s 21
5.6 ASPECTOS ETICOS.......oiieeeeeeeeeeiet ettt sn st st st st nn e 21
6 MODELO PREDITIVO. ......oiiiieeoseeeeeeeeeeeet et es e es s 23
7 RESULTADOS. ..ottt ettt en st st s e en s 24
T L ARTIGO . ...ttt ettt ettt e 25
8 CONSIDERAGOES FINAIS. ......coiveeeveeeeeveteeeeves e ses s iss s en s is s sasnsssaan s 44

REFERENCIAS. ..ottt st es st s esaes sttt en s en et st s s ssens 46

APENDICE A.....ooeoeeeeeeeee ettt st sttt as e snaen s 51

APENDICE Bt e ettt e et et et e s eeseseesa e et et eeeesasa st aseseseseseesasenssaeessarees erens 53



11

1 INTRODUCAO

O cancer é considerado doenga genética, uma vez que decorre de alteracbes em genes
envolvidos no controle do ciclo celular (proto-oncogenes e supressores de tumor) e/ou em
genes associados aos mecanismos de reparo do DNA (genes mutadores) ou com a apoptose,
processo este responsavel pela eliminacdo de células geneticamente alteradas cuja
sobrevivéncia poderia resultar no desenvolvimento de um tumor (BIRCHALL et al. 1995;
NIKITAKIS, 2004; GUEMBAROVSKI; COLUS, 2008).

Assim, avaliar o potencial genotdxico de substdncias as quais estdo expostas as
populagbes humanas é imperativo para o controle dessa doenca que, a despeito das medidas
de prevencdo ja disponiveis, ocorre em frequéncias muito elevadas, tanto nos paises
desenvolvidos quanto naqueles em desenvolvimento (GUERRA et al., 2005a; TENTORI;
GRAZIANI, 2007; SALAS-RAMIREZ et al., 2008; SOUZA,; FISBERG, 2009).

A crescente exposicdo humana a agentes capazes de induzir alteragdes no material
genético, os denominados agentes mutagénicos, € consequéncia do desenvolvimento
industrial e da adoc¢do de alguns habitos pelas sociedades modernas, a exemplo do consumo
de tabaco, particularmente do cigarro industrializado, e, mais recentemente, do uso de
esterdides anabolizantes androgénicos (EAA). A imagem de corpos inflados de musculos
como modelo de corpo ideal e masculinidade, frequentemente exposta pelos meios de
comunicacdo de massa, tem conduzido a valorizacdo do corpo e contribuido para o aumento
do nimero de adeptos ao uso de EAA (COURTINE, 1995; TENTORI; GRAZIANI, 2007).

Os EAA constituem um grupo de compostos sintéticos originados da testosterona e
seus derivados esterificados ou alcalinizados (SOUZA; FISBERG, 2009). Apesar de
promoverem o efeito desejado pelos usuarios, isto €, aumento da massa muscular, uma
variedade de efeitos colaterais tem sido a eles associada. Diversos estudos tém relatado
associacdo positiva entre o consumo de EAA e alteracbes comportamentais (STEENSLAND
et al., 2005), dependéncia a outras drogas (CELERIER et al., 2006) e diversas doencas,
incluindo neoplasias de figado, prostata e testiculo (SILVA et al., 2002; MARAVELIAS et
al., 2005; LILJEQVIST et al., 2008).

O uso desses anabolizantes constitui, portanto, importante problema de Saude Publica
ora agravado pela disseminacdo entre jovens praticantes de atividade fisica o que
anteriormente estava restrito a esportistas profissionais (IRVING et al., 2002).

A associacdo entre uso de EAA e cancer que tem sido descrita em alguns estudos é
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certamente o resultado do seu potencial genotoxico, ja evidenciado em modelo animais e em
pesquisas realizadas com humanos, tanto in vitro quanto in vivo (SERAJ et al., 1996;
MARTELI et al., 2003; MATTIOLI et al., 2004; NANTERMET et al. 2004).

A avaliacdo da ocorréncia de danos genéticos com vistas ao biomonitoramento de
populacdes representa um primeiro passo na prevencdo do cancer e as metodologias
empregadas com esta finalidade devem, além de expressar resultados fidedignos, ser
realizadas a baixo custo. Neste contexto, o Teste de Micronicleo em ceélulas esfoliadas,
particularmente quando empregado de acordo com o protocolo de Tolbert, Shy e Allen (1992)
e Thomas et al. (2009), que detecta tanto danos cromossémicos quanto apoptose e necrose,
tem sido apontado em diversos estudos como efetivo biomarcador de risco de cancer
(SAILAJA et al., 2006; PEREIRA et al., 2008; BLOCHING et al., 2008).

O registro na literatura dos efeitos genotoxicos do uso dos EAA identificados através
do Teste de Micronucleo em células esfoliadas de usuarios €, contudo, escasso. Em extensa
revisio da literatura encontramos apenas dois estudos (TORRES-BUGARIN et al.,2007;
MARTINS et al., 2010), alem de uma avaliagéo preliminar por nos realizada (SOUZA, 2010).
Assim, considerando a eficacia desse teste, a possivel acdo genotdxica dos EAA e o crescente
uso destes produtos, objetiva-se com o desenvolvimento deste estudo avaliar: 1) a
genotoxidade e a citotoxicidade de trés tipos de anabolizantes injetaveis, decanoato de
nandrolona, propionato de testosterona e cipionato de testosterona e, 2) a eficacia do Teste de
Micronucleo em células esfoliadas como ferramenta de prevencao de cancer. Respondendo,
portanto a questdo: “o uso de EAA estd associado a um maior risco de desenvolvimento de

cancer”?
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2 OBJETIVO

2.1 Geral:

Identificar efeitos genotoxicos e citotoxicos dos esteroides anabolizantes
androgénicos decanoato de nandrolona, propionato de testosterona e cipionato de testosterona

através do uso do Teste de Microntcleo em células esfoliadas da mucosa oral.

2.2 Especificos

1. Avaliar a ocorréncia de danos cromossdémicos, expressos pelo computo de
micronucleos, em células esfoliadas da mucosa oral de usuarios de decanoato de

nandrolona, propionato de testosterona e cipionato de testosterona;

2. Investigar a ocorréncia de alteracfes nucleares degenerativas indicadoras de apoptose
e necrose em células esfoliadas da mucosa oral de individuos que fazem uso dos
anabolizantes decanoato de nandrolona, propionato de testosterona e cipionato de

testosterona;

3. Avaliar a eficacia do Teste de Microntcleo em células esfoliadas do epitélio oral como
ferramenta no biomonitoramento de wusuarios de esteroides anabolizantes

androgénicos.
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3 HIPOTESES DO ESTUDO

Ho: A ocorréncia de danos genotdxicos e citotoxicos é semelhante entre 0s usuarios e

ndo usuarios de hormonios esterdides anabdlico-androgénicos

H;: A ocorréncia de danos genotoxicos e citotdxicos é maior entre 0s usuarios de

hormdnios esterdides anabdlico-androgénicos do que entre 0s NAo USUArios.
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4 REVISAO DA LITERATURA

O principal esterdide androgénico € a testosterona, classificado como esterdide
anabolizante ou esterdide anabolico-androgénico. Os esterdides anabolizantes, entre outros
efeitos, promovem a aumento da massa e tonus muscular (MARQUES et al., 2003;
GHORBANIHAGHJO et al., 2005).

Segundo Guerra et al. (2005), o decanoato de nandrolona, o propionato de testosterona
e o cipionato de testosterona sao os EAA mais utilizados por praticantes de atividades fisicas.

O propionato de testosterona combina a acdo de quatro compostos derivados da
testosterona: propionato de testosterona, fenilpropionato de testosterona, isocaproato de
testosterona e decanoato de testosterona. E usado para reposicdo de testosterona em disturbios
especificos (VALADARES, 2007).

O EAA decanoato de nandrolona &, segundo Valadares (2007), um dos anabolizantes
mais utilizados entre os atletas e indicado como coadjuvante para terapias especificas
(GHORBANIHAGHJO et al., 2005; CHAVES et al., 2006; VALADARES, 2007).

O cipionato de testosterona tem forte acdo androgénica promovendo rapido ganho de
forca e volume muscular, mas podendo levar a ginecomastia e aumento da pressao arterial
(OLIVEIRA et al., 2007).

O uso da testosterona por atletas foi registrado, pela primeira vez, entre meados de 50
e 60, quando surge o termo doping olimpico (CHAVES et al., 2006; SOUZA ; FISBERG,
2009). Atualmente, o uso de EAA ndo esta mais restrito ao grupo dos atletas, sendo
consumido, também, entre frequentadores de academias de musculacdo (GUERRA et al.,
2005b; SALAS-RAMIREZ et al., 2008; SOUZA; FISBERG, 2009). Entretanto, segundo
Iriart e Andrade (2002) e Souza e Fisberg (2009) é intenso e preocupante, também, o aumento
na frequéncia do uso de EAA entre os adolescentes devido a imagem de corpos inflados de
musculos como modelo de corpo ideal e masculinidade.

Devido a popularizacdo dos EAA entre os atletas amadores e 0s praticantes de
musculacdo, a maior incidéncia dos efeitos adversos ndo se restringe aos esportistas
profissionais, podendo acometer populagdes mais jovens, haja vista o crescente uso destas
substancias entre os adolescentes (COURTINE, 1995; IRVING et al.,2002; TENTORI;
GRAZIANI, 2007).

Os efeitos colaterais dos EAA fazem com que seu uso seja visto como problema de

salde publica. Entre os efeitos indesejaveis incluem-se: alteracdo do metabolismo de
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colesterol, alteracfes nos testes de funcdo hepatica, ictericia, tumores hepéticos e alteracdes
dos niveis dos hormdnios sexuais (SILVA et al., 2002; GUERRA et al., 2005; CHAVES et
al., 2006; FAR et al., 2007). S&o relatadas, também, ocorréncias de: depressdo, mania,
quadros esquizofreniformes, agressividade, suicidios, homicidios e maturacdo esquelética
precoce com fechamento prematuro das epifises Osseas com baixa estatura e puberdade
acelerada (IRIART; ANDRADE, 2002; SILVA et al., 2002; VALADARES, 2007).

Dentre os diversos efeitos indesejados associados ao uso de EAA, o risco de
ocorréncia de céancer entre usuérios tem sido relatado. Silva et al. (2002) destacam a
ocorréncia de cancer de prostata, mas a acdo destas substdncias na iniciacdo e
desenvolvimento da doenca ndo € clara, uma vez que o nimero de estudos para avaliar a
genotoxicidade e/ou carcinogenicidade dos EAA ¢ pequeno (JOOSTEN et al., 2004). Alguns
autores destacam, no entanto, alteracfes genéticas que corroboram a possivel atividade
genotoxica e/ou carcinogénica dos EAA.

Mattioli et al. (2004) avaliaram, utilizando o Ensaio Cometa, a genotoxicidade dos
anabolizantes e demonstraram que o nivel de fragmentacdo do DNA foi significativamente
maior nas células expostas em comparacdo com as culturas controle.

O potencial carcinogénico de hormonios esteroides foi sugerido por Seraj et al. (1996).
Este grupo de pesquisadores mostrou em cultura de células de figado humano que diversos
horménios esterdides formam ligacGes covalentes com o DNA, podendo ocasionar mutacdes.

Shirai et al. (2000) relatam que em roedores a aplicacdo de testosterona isoladamente
pode induzir o surgimento de cancer de prostata. Nantermet et al. (2004) sugerem que, em
ratos, os esterdides causam decréscimo no nivel da p53 em células da préstata, o que pode
estar associado ao surgimento de tumor maligno porque as células alteradas podem néo ser
eliminadas via apoptose.

Os efeitos genotoxicos dos EAA foram também avaliados por Martelli et al. (2003).
Estes autores analisaram a acdo destas substancias sob o sistema de reparo do DNA em
hepatdcitos in vitro de ratos e humanos. Em concentracdo de 50uM de testosterona, ao
contrario do observado em células humanas, ndo foi identificada inducdo de reparo em
hepatocitos de ratos.

Dhillon et al. (1995) avaliaram em cultura de linfécitos humanos, utilizando os ensaios
de Troca de Cromatides Irmds e Micronucleo, a genotoxicidade da fluoxymesterona e

concluiram que este esterdide apresenta acdo clastogénica.
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A despeito destes estudos nos quais pesquisadores associaram positivamente danos
genéticos a exposicdo a esterdides androgénicos, outros autores ndo relataram tal associa¢éo
(REIMANN; KALWEIT; LANG, 1996; HOLDEN; STUDWELL; MAJESKA, 1999).

A avaliacdo dos efeitos genotdxicos dos esterdides anabolizantes androgénicos tem
sido também realizada com o uso do Teste de Micronucleo em células esfoliadas do epitélio
oral de usuérios. Micronucleos sdo estruturas que resultam de fragmentos cromossdémicos ou
de cromossomos inteiros que durante a divisao celular falham em sua ligag&o ao fuso e, assim,
ndo sao incluidos no nacleo das células filhas permanecendo no citoplasma das células
interfasicas onde séo visualizados como estruturas similares ao ntcleo, mas medindo cerca de
1/3 a 1/5 do tamanho deste (HOLLAND et al., 2008).

A avaliacdo da ocorréncia de danos genéticos, feita com o uso deste teste apresenta
inlmeras vantagens, entre as quais se incluem: 1) o baixo custo, 2) facil acesso ao material
para estudo, 3) simplicidade da analise e 4) a deteccdo dos efeitos tanto de agentes
aneugénicos quanto de agentes clastogénicos (RIBEIRO et al., 2003). A sensibilidade do teste
é ainda maior quando aplicado segundo o protocolo proposto por Tolbert; Shy e Allen (1991;
1992) e Thomas et al. (2009) no qual, além de micronicleos sdo computadas alteracdes
nucleares degenerativas indicadoras de apoptose (cariorréxis, cromatina condensada e
picnose) e de necrose (ocorréncia de cariolise adicionalmente a estas alteracoes).

A eficacia do Teste de Microndcleo tem amplo registro na literatura (FREITA et al.,
2005; HEEPCHANTREE; PARATASILPIN; KANGWANPONG, 2005; SAILAJA et al.,
2006; PEREIRA et al., 2008; BLOCHING et al., 2008) e o0 seu modelo de protocolo esta
padronizado pelas diretrizes regulatorias internacionais (RIBEIRO et al., 2003).

Fazendo uso dessa metodologia, Martins et al. (2010), em estudo do tipo caso-
controle, avaliaram o0s efeitos genotoxicos e citotdxicos dos anabolizantes decadurabolin e
winstrol em 15 individuos que praticavam levantamento de peso e eram usuarios dessas
drogas. O grupo controle incluiu vinte individuos sedentarios ndo-usuarios de anabolizantes
androgénicos. A ocorréncia de micronucleos, caridlise, cariorréxis e picnose foi
significativamente maior entre 0s usuarios, apontando para o potencial desses anabolizantes
em induzir genotoxicidade e citotoxicidade. Adicionalmente 0s autores compararam a
ocorréncia desses endpoints entre os individuos do grupo controle e 15 individuos que
praticavam levantamento de peso e que ndo eram usuarios de anabolizantes. Diferencas
estatisticamente significantes ndo foram observadas.

Maior ocorréncia de micronicleos (MN) em células esfoliadas do epitélio oral em

conseqliéncia do uso de esterdides anabolizantes androgénicos foi também observada por



18

Torres-Bugarin et al. (2007) em estudo que incluiu 11 fisiculturistas, cinco dos quais eram
usuarios dessas drogas.

Em estudo preliminar a este, Souza (2010) analisou a ocorréncia de alteracGes
genéticas em fungdo do uso de esterdides anabolizantes, comparando 20 individuos do grupo
controle e 20 usuérios de EAA que faziam uso, simultdneo ou exclusivo, dos derivados
sintéticos decanoato de nandrolona, propionato de testosterona e cipionato de testosterona. Os
resultados obtidos demonstraram uma frequéncia de MN significantemente maior nas células
de usuérios que faziam uso simultdneo das trés marcas, sugerindo uma agdo sinergistica das
formulacbes avaliadas na promogdo de danos genéticos. Segundo Mecardle, Katch e Katch
(1992), o uso combinado de formulacGes para compor os ciclos de administracdo dos EAA
potencializa os efeitos colaterais da droga.

Ainda segundo os resultados de Souza (2010), a ocorréncia de apoptose, inferida de
acordo com o protocolo sugerido por Tolbert, Shy e Allen (1992), diferiu entre controle e
usuarios, apresentando significativamente menor frequéncia de apoptose no segundo grupo,
sugerindo que os EAA interferem em vias de inibicdo apoptética. Tentori e Graziani (2007)
observaram que 0s hormonios androgénicos podem inibir a reposta celular ao estimulo de
apoptose. Efeitos similares foram descritos por Niu et al. (2001) em células da proéstata.

Esses achados sugerem que importantes medidas preventivas devem ser tomadas em
relacdo a popularizacdo e consequente utilizacdo dos EAA, uma vez que estes sao substancias
que podem levar a sérias implicac6es psiquicas e clinicas, entre elas, o cancer (SILVA et al.,
2002; IRIART; ANDRADE, 2002; GUERRA et al., 2005; CHAVES et al., 2006; FAR et al.,
2007; VALADARES, 2007).

Dentre essas medidas de prevencdo, a identificacdo e a quantificacdo de alteracGes
citogenéticas vém sendo considerada uma importante estratégia, permitindo inferir risco
aumentado de desenvolvimento do cancer antes que ocorram sintomas clinicos. A alta
sensibilidade a danos cromossdmicos apresentada pelo Teste de Micronucleo e sua eficiéncia
no biomonitoramento da exposicdo humana a agentes genotdxicos tem sido relatada em
diversos estudos, uma vez que um aumento na frequéncia de micronlcleos precede as
manifestacdes clinicas relacionadas ao desenvolvimento do cancer (TOLBERT et al., 1992;
MACHADO-SANTELLI et al., 1994; SALAMA et al., 1999; CAVALLO et al., 2005).
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5 METODOLOGIA

5.1. TIPO DE ESTUDO

A pesquisa foi realizada atraves de um estudo individualizado e observacional de corte
transversal passivel de detectar uma possivel associacdo simultdnea entre o uso de
anabolizantes e o risco de desenvolvimento de cancer mensurado pela quantificacéo e analise
da frequéncia de indicadores de danos cromossOmicos, apoptose e necrose. Segundo
Rouquayrol e Almeida Filho (2003), este tipo de estudo se caracteriza por produzir
“instantaneos” da situa¢do de salude de uma populacdo com base na avaliacdo individual de
cada um dos membros do grupo, e a partir disto, produzir indicadores globais de satde para o
grupo investigado.

Neste trabalho, o subtipo de corte transversal adotado foi o estudo em populacdes
especiais e 0s resultados foram observados a partir dos sujeitos expostos ou ndo expostos ao
uso de EAA evidenciando as suas caracteristicas e correlagdes simultaneas com o risco de
desenvolvimento de cancer sem que houvesse interferéncia do observador. Este desenho de
pesquisa epidemiologica caracteriza-se pela observacdo direta de determinada quantidade de
participantes (JEKEL et al., 2005) na qual fator e efeito sdo observados em um mesmo
momento histérico (ROUQUAYROL; ALMEIDA FILHO, 2003) e os individuos sao

estudados em um ponto no tempo - corte transversal (FLETCHER et al., 1996).

5.2. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra foi constituida por cingiienta e cinco individuos do sexo masculino
distribuidos em dois grupos pareados por idade: 25 individuos (G1) usuarios de decanoato de
nandrolona, propionato de testosterona e cipionato de testosterona (isoladamente ou
simultaneamente) e 30 individuos no grupo controle (G2), selecionados em academias de
ginastica de Feira de Santana.

Seguindo o modelo de Pavao et al. (2007), foi aplicado um questionario (apéndice 1) a
todos os individuos inquirindo sobre dados pessoais, estilo de vida, histéria médica (uso de

medicamentos, exposicdo a genotdxicos) e protocolo do ciclo de esteroides.
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5.3. COLETA E PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Foram coletadas, através de raspagem gentil, células da mucosa jugal utilizando
escova endocervical. As células foram transferidas por esfregago para lamina de microscopia
estéril contendo uma gota de solucdo fisiologica (NaCl a 0,9%) e secadas a temperatura
ambiente. Apés a secagem, o material foi fixado em solucdo de metanol/acido acético (3:1) e
ap6s 24h foi corado com o reativo de Shift de acordo com o protocolo de Felilgen &

Rossenbeck e contra-corado com fast green a 1% em etanol absoluto por 20 segundos.

5.4. ANALISE CITOLOGICA

A analise citologica foi realizada através de microscopia optica (200X) e em teste cego
em relagdo aos dados do questionario. Foram analisadas um minimo de 2.000 (duas mil)
células por individuo. No presente estudo, foi adotado o protocolo diferenciado do Teste de
Micronucleo, sugerido por Tolbert et al. (1992) e Thomas et al. (2009), segundo o qual além
de microndcleos, sdo computadas células apresentando alteracGes indicativas de apoptose
(cariorrexis, cromatina condensada, picnose) e necrose (caridlise, adicionalmente a estas
alteracdes).

De acordo com estes protocolos:

a) sdo incluidas como normais apenas as células com nucleo normal e intacto e que
apresentem o citoplasma, também, intacto, com excecdo das células que possuam dobras ou
sobreposicdo com as células adjacentes;

b) sdo considerados como microndcleos apenas as estruturas de formato redondo ou
oval menor/igual a 1/3 do tamanho do didmetro do nucleo associado, intensidade da coloracéo
com Feulgen semelhante ao nucleo e mesmo plano focal a microscopia e auséncia de
sobreposicdo ou pontes com o nucleo;

c) células apresentando cromatina condensada sdo aquelas que tém um padréo
nuclear estriado em que a cromatina agregada tem coloracdo mais intensa que o restante do
nlcleo e esta totalmente condensada;

d) sdo consideradas em cariorréxis as células nas quais forem observadas um padréo

nuclear de fragmentacédo levando a desintegracdo do nucleo;
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e) células picndticas sdo caracterizadas por um nucleo pequeno, encolhido, com
diametro igual a 1/3 ou 2/3 de um nucleo de uma célula normal,
f) sdo consideradas apresentando caridlise as células que ndo possuirem DNA no seu
ndcleo, e consequentemente, sem coloragdo nuclear com Feulgen;
g) sdo considerados broken eggs, estruturas apresentando distribuicdo cromatinica
semelhante ao ndcleo, menores que este, e a ele ligadas por um fino filamento Felilgen

positivo.

5.5. ANALISE ESTATISTICA

Precedendo o tratamento estatistico, os dados obtidos com a aplicacdo dos
questionarios e analise citoldgica foram utilizados para criacdo de um banco de dados em
Excel.

A avaliacdo das diferencas entre 0s grupos, relativa aos parametros considerados foi
realizada com 0s seguintes testes estatisticos:

1. Para analise das tabelas de associacdo empregou-se o Teste de Qui-quadrado

2. Para andlise das variaveis quantitativas (idade) foi empregado o Teste t de Student

3. A avaliacdo dos endpoints citologicos foi realizada com o uso do teste condicional
para comparacdo de proporcdes em situacOes de eventos raros (BRAGANCA-PEREIRA,
1991) que é um teste de significancia alternativo ao de Qui-quadrado (y°), na linha do teste
exato de Fischer (KALBFLEISCH, 1979) e adequado a avaliacdo de eventos citogenéticos
quando uma grande amostra de células é necessaria para deteccdo da ocorréncia de uma
determinada aberracdo cromossomica.

Em todas as analises o nivel de significancia adotado foi de 5%.

5.6. ASPECTOS ETICOS

A pesquisa obedeceu a Resolucdo 196/96 e teve inicio apds a aprovacao do projeto
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Feira de Santana (Protocolo

100/2011). Todos os voluntarios convidados a participarem do estudo foram esclarecidos a
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respeito da pesquisa e tiveram total liberdade para néo participar ou desistir no momento que
Ilhes fossem convenientes. A confidencialidade dos dados foi assegurada a todos o0s
participantes, 0s quais apds estarem esclarecidos concordaram com a sua inclusdo ao estudo

mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice B).



6 MODELO PREDITIVO

Variavel Independente

Uso de esteroides
anabdlico-androgénicos
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Variavel Dependente

v

Danos cromossdmicos /
Apoptose/ necrose

Variaveis Confundidoras

Habitos tabagistas

Uso de bebida alcodlica
Uso de medicamentos
Exposicdo a radiagdo

Exposicao a produtos toxicos
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7. RESULTADOS

Apresentados sob a forma de artigo cientifico redigido nas normas da Medicine and

science in sports and exercise.
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RESUMO
Introducéo: A exposicdo a agentes genotdxicos induz alteragdes na molécula do
DNA que ao comprometerem genes envolvidos com 0s mecanismos de reparo e
com o controle da proliferacdo e diferenciacdo celular ou genes associados as
vias de apoptose, podem levar ao desenvolvimento de cancer. Entre 0s muitos
agentes quimicos que tém sido identificados como de a¢do mutagénica, incluem-
se 0s Esterdides Anabolizantes Androgénicos (EAA), hormbdnios amplamente
utilizados na busca da melhoria do desempenho fisico e aumento da massa
muscular. Objetivo: Neste contexto, objetivou-se com o desenvolvimento do
presente estudo, avaliar o potencial dos esterdides anabolizantes androgénicos
decanoato de nandrolona, propionato de testosterona e cipionato de
testosterona em induzir danos cromossdmicos, apoptose e necrose, através do
uso do Teste de Micronucleo em células esfoliadas da mucosa oral de usuarios
de EAA com vista a sua aplicacdo no biomonitoramento desses individuos.
Método: A amostra foi composta por 55 individuos, do sexo masculino,
distribuidos em dois (02) grupos, pareados por idade: 25 individuos (G1)
usuarios de decanoato de nandrolona, propionato de testosterona e cipionato
de testosterona (isoladamente ou simultaneamente) e 30 individuos no grupo
controle (G2). A metodologia de coleta e andlise citoldgica seguiu o protocolo
de Tolbert et al. (1992) e Thomas et al. (2009), que inclui, além de
micronucleos, o computo de broken eggs e de alteracGes nucleares degenerativas
indicadoras de apoptose (cariorréxis, cromatina condensada e picnose) e necrose
(cariolise, adicionalmente a estas alteracfes). A anélise estatistica dos endpoints



analisados foi realizada com o uso do teste condicional para comparacdo de
propor¢cdes em situacBes de eventos raros. Resultados: A analise estatistica
revelou que ndo houve diferenga significativa na ocorréncia de micronucleos,
caridlise e broken eggs entre o0s grupos. A ocorréncia de apoptose foi,
significativamente, maior em células dos individuos do grupo controle.
Conclusoes: Os resultados obtidos mostram inibi¢do da apoptose induzida pelo
uso de EAA, sugerindo que este, pode ser um dos mecanismos que contribuem
para a associagdo descrita entre uso destas substancias e 0 processo
carcinogénico. Palavras-chave: Esterdides anabolizantes, micronicleo,
genotoxicidade, citotoxicidade, apoptose.
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ABSTRACT

Introduction: Exposure to genotoxic agents induces changes in the DNA
molecule to commit that genes involved with the repair mechanisms and the
control of cell proliferation and differentiation pathways or genes associated
with apoptosis can lead to cancer development. Among the many chemicals that
have been identified as mutagenic action, include the Androgenic Steroids
(AAS), hormones widely used in the search for improved physical performance
and increased muscle mass. Objective: In this context, the aim of the
development of this study was to evaluate the potential of anabolic androgenic
steroid nandrolone decanoate, testosterone propionate and testosterone
cypionate to induce chromosome damage, apoptosis and necrosis, using the
micronucleus test in exfoliated cells from the oral mucosa of users of AAS with
a view to its application in monitoring these individuals. Method: The sample
consisted of 55 individuals, males, divided into two (02) groups, matched for
age: 25 individuals (G1) users of nandrolone decanoate, testosterone
propionate and testosterone cypionate (separately or simultaneously) and 30
individuals in the control group (G2). The methodology for collecting and
cytological analysis followed the protocol of Tolbert et al. (1992) and Thomas et
al. (2009), which includes, in addition to micronuclei, the computation of broken
eggs and degenerative nuclear changes indicative of apoptosis (cariorréxis,
condensed chromatin and pyknosis) and necrosis (karyolysis additionally these
changes). Statistical analysis was performed endpoints analyzed using the
conditional test to compare proportions in situations of rare events. Results:
Statistical analysis revealed no significant difference in the incidence of
micronuclei, karyolysis and broken eggs between groups. The occurrence of
apoptosis was significantly higher in cells from control subjects. Conclusions:
The results show inhibition of apoptosis induced by EAA, suggesting that this
may be one of the mechanisms that contribute to the described association
between the use of these substances and the carcinogenic process. Keywords:
Anabolic steroids, micronucleus, genotoxicity, cytotoxicity, apoptosis.

O cancer é considerado doenca supressores de tumor) e/ou em genes

genética, uma vez que decorre de associados aos mecanismos de reparo do

alteracdes em genes envolvidos no controle

do

ciclo celular (proto-oncogenes e 18, 42).

DNA (genes mutadores) ou a apoptose (1,



Assim, avaliar o  potencial
genotdxico de substancias as quais estdo
expostas as populagbes humanas €
imperativo para o controle dessa doenca
que, a despeito das medidas de prevencédo
ja disponiveis, ocorre em frequéncias
muito  elevadas, tanto nos paises
desenvolvidos  quanto
desenvolvimento (19, 53, 60, 63).

A crescente exposicdo humana a

naqueles em

agentes capazes de induzir alteracbes no
material genético (agentes mutagénicos) é
consequéncia do desenvolvimento
industrial e da adocdo de alguns habitos
pelas sociedades modernas, a exemplo,
mais recentemente, do uso de esteroides
anabolizantes androgénicos (EAA). A
imagem de corpos inflados de musculos
como modelo de corpo ideal e
masculinidade, frequentemente exposta
pelos meios de comunicacdo de massa, tem
conduzido a valorizacdo do corpo e
contribuido para o aumento do ndmero de
adeptos ao uso de EAA (8, 63).

Os EAA constituem um grupo de
compostos  sintéticos  originados  da
testosterona e seus derivados esterificados
ou alcalinizados (60). Apesar de
promoverem o efeito desejado pelos
usuarios, isto €, aumento da massa
muscular, uma variedade de efeitos
colaterais tem sido a eles atribuida.
Diversos estudos tém relatado associacao

positiva entre o consumo de esterdides
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anabolizantes androgénicos e alteragdes
comportamentais (62), dependéncia a
outras drogas (6) e diversas doengas,
incluindo a ocorréncia de neoplasias de
figado, préstata e testiculo (32, 35, 58).

O uso desses anabolizantes
constitui, portanto, importante problema de
Saude Puablica, ora agravado pela
disseminacdo acelerada entre jovens
praticantes de atividade fisica, o que
anteriormente estava restrito a esportistas
profissionais (27).

A associacdo entre uso de EAA e
cancer que tem sido descrita na literatura
pode estar relacionada a um potencial
genotoxico, como ja evidenciado em
estudos realizados em culturas de células
in vitro (37,39,56) e in vivo (41).

A avaliacdo da ocorréncia de danos
genéticos com vistas ao biomonitoramento
de populagbes representa um primeiro
passo na prevencdo do cancer e as
metodologias empregadas com esta
finalidade devem, além de expressar
resultados fidedignos, ser realizadas a
baixo custo. Neste contexto, o Teste de
MicronGcleo em celulas esfoliadas,
particularmente quando empregado de
acordo com os protocolos de Tolbert et al.
(66) e Thomas et al. (64), que detectam
tanto danos cromossdmicos  quanto
apoptose e necrose, tem sido apontado em
diversos estudos como efetivo biomarcador
de risco de cancer (2, 46, 51).



O registro na literatura dos efeitos
genotoxicos do uso dos EAA identificados
através do Teste de Micronicleo em
células esfoliadas de usuarios é, contudo,
escasso. Em extensa revisdo da literatura
foram encontrados apenas dois estudos
(38, 67), além de uma avaliagdo preliminar
por nds realizada  (61).  Assim,
considerando a eficacia desse teste, a
possivel acdo genotdxica dos EAA e o
crescente uso destes produtos, objetivou-
se, com o desenvolvimento do presente
estudo, avaliar: 1) a genotoxidade e a
citotoxicidade de trés tipos de
anabolizantes injetaveis, decanoato de
nandrolona, propionato de testosterona e
cipionato de testosterona e, 2) a eficacia do
Teste de Micronicleo em células
esfoliadas como ferramenta de
biomonitoramento de usuarios de EAA.
Respondendo, portanto a questdo: “o uso

de EAA esta associado a um maior risco de

desenvolvimento de cancer”?

METODO

Trata-se de um estudo
individualizado e observacional de corte
transversal passivel de detectar uma
possivel associacdo simultanea entre o uso
de anabolizantes e o risco de
desenvolvimento de cancer mensurado
pela quantificacdo e analise da frequéncia
de indicadores de genotoxicidade e

citotoxicidade.
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Este desenho de pesquisa

epidemioldgica  caracteriza-se  pela
observacdo direta de determinada
quantidade de participantes (28) na qual
fator e efeito sdo observados em um
mesmo momento histérico (50) e os
individuos sdo estudados em um ponto
no tempo - corte transversal (12),
produzindo “instantdneos” da situagdo
de satde de uma populacdo com base na
avaliagdo individual de cada um dos
membros do grupo, e a partir disto,
produzir indicadores globais de saude

para o grupo investigado (50).

Amostra

A amostra foi constituida por
cinquenta e cinco (55) individuos do sexo
masculino distribuidos em dois grupos
pareados por idade: 25 individuos (G1)
usuarios de decanoato de nandrolona,
propionato de testosterona e cipionato de
testosterona (consumidos isoladamente ou
simultaneamente) e 30 individuos no grupo
controle (G2), selecionados em academias
de ginastica e de musculacdo de Feira de
Santana — BA, Brasil.

Seguindo o modelo de Pavao et al.
(45), foi aplicado um questionério a todos
os individuos inquirindo sobre dados
pessoais, estilo de vida, historia médica
(uso de medicamentos, exposicdo a
genotoxicos) e protocolo do ciclo de uso

dos esterdides anabolizantes.



Coleta e processamento do material
Foram coletadas, através de
raspagem gentil, células da mucosa jugal
utilizando escova endocervical. As células
foram transferidas por esfregaco para
lamina de microscopia estéril contendo
uma gota de solugdo fisiologica (NaCl a
0,9%) e secadas a temperatura ambiente.
Apobs a secagem, o material foi fixado em
solucdo de metanol/acido acético (3:1) e
apos 24h foi corado com o reativo de Shift
e contra-corado com fast green a 1% em

etanol absoluto por 20 segundos.

Analise Citologica

A analise citologica foi realizada
através de microscopia oOptica (200X) e em
teste cego em relacdo aos dados do
questionario. Foi analisado um minimo de
2.000 (duas mil) células por individuo. Foi
adotado o protocolo diferenciado do Teste
de Micronucleo, sugerido por Tolbert et al.
(66) e Thomas et al. (64), segundo o qual
aléem de micronucleos, sdo computadas

células apresentando broken eggs e

alteracbes indicativas de  apoptose
(cariorreéxis, cromatina  condensada,
picnose) e necrose (caridlise,

adicionalmente a estas alteracdes).

De acordo com estes protocolos:

a) sao incluidas como normais
apenas as celulas apresentando nucleo
intacto com distribuicdo regular da
cromatina e que apresentem o citoplasma,

também, intacto, com exce¢do das células
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que possuam dobras ou sobreposi¢cdo com
as células adjacentes;

b) séo considerados
microndcleos as estruturas com  formato
redondo ou oval, apresentando em relacéo
ao  nucleo principal  distribuicdo
cromatinica e colora¢do similar (ou mais
clara), observadas no mesmo plano,
distintamente  separadas dele e cujo
tamanho néo ultrapasse 1/3 do tamanho do
ndcleo.

c) células apresentando cromatina
condensada sdo aquelas que tém um
padrdo nuclear estriado em que a
cromatina agregada tem coloracdo mais
intensa que o restante do nucleo e esta
totalmente condensada;

d) séo consideradas em cariorréxis
as celulas nas quais for observado um
padrdo nuclear de fragmentacdo levando a
desintegracdo do nucleo;

e) células picnoticas  sdo
caracterizadas por um nucleo pequeno,
encolhido, com diametro igual a 1/3 ou 2/3
de um nucleo de uma célula normal,

f) sdo consideradas apresentando
cariolise as células que ndo possuirem
DNA no seu nucleo, e consequentemente,
sem coloracdo nuclear com Feulgen;

g) sdo considerados broken eggs,
estruturas

apresentando  distribuicdo

cromatinica  semelhante ao  nucleo,
menores que este, e a ele ligadas por um

fino filamento Felilgen positivo.



Andlise Estatistica

Precedendo o tratamento estatistico,
0s dados obtidos com a aplicagdo dos
questionarios e andlise citogenética foram
utilizados para criagdo de um banco de
dados em Excel. A avaliagdo das
diferencas entre os grupos, relativa aos
parametros considerados foi realizada com
0s seguintes testes estatisticos:

1. Para andlise das tabelas de
associagdo empregou-se o Teste de Qui-
quadrado;

2. Para analise das variaveis
quantitativas (idade) foi empregado o Teste
t de Student;

3. A avaliacdo dos endpoints
citologicos foi realizada com o uso do teste
condicional  para  comparagdo  de
proporcdes em situacOes de eventos raros
(3 que é um teste de significancia
alternativo ao de Qui-quadrado (y°%), na
linha do teste exato de Fischer (31) e
adequado a avaliagio de eventos
citogenéticos quando uma grande amostra
de células é necessaria para deteccdo da
ocorréncia de uma determinada aberracédo
cromossémica.

Em todas as analises o nivel de

significancia adotado foi de 5%.

Aspectos Eticos
A pesquisa obedeceu a Resolucédo
196/96 e teve inicio apds a aprovacdo do

projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
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da Universidade Estadual de Feira de
Santana (Protocolo 100/2011). Todos o0s
voluntarios convidados a participarem do
estudo foram esclarecidos a respeito da
pesquisa e tiveram total liberdade para néo
participar ou desistir no momento que lhes
fossem convenientes. A confidencialidade
dos dados foi assegurada a todos o0s
participantes, 0s quais ap0s estarem
esclarecidos concordaram com a sua
inclusdo ao estudo mediante a assinatura
do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

RESULTADOS
Caracteristicas da Amostra

A media de idade dos individuos
que compuseram a amostra foi de 24,04 +
5,36 no G1 e de 24,38 £ 5,57 no G2, ndo
havendo diferenca estatistica (p>0,50).

Com relacdo ao tabagismo e ao
habito de ingerir bebidas alcodlicas, em
ambos 0s grupos, dois individuos
informaram o habito de fumar e todos
relataram o habito de ingerir bebida
alcodlica. O habito de consumo de bebida
alcoolica regularmente (diario, semanal e
mensal) foi informado por 15 participantes
no Gl e por 14 no G2. No G1, 12
individuos  relataram  ingerir  apenas
cerveja, um consumia apenas vinho e 11
associavam cerveja e outro tipo de bebida
alcodlica e um ndo informou o tipo de

bebida alcodlica consumida. No G2, 17



pessoas consumiam apenas cerveja, duas

ingeriam  exclusivamente vinho, nove
associavam cerveja e outras bebidas
alcodlicas e duas ndo informaram o tipo de
bebida alcodlica consumida.

Dez participantes do G2 e seis do
Gl informaram exposicdo a agentes
toxicos (cloroférmio, acido cloridrico,
acido sulfarico e acido acético). Nao foi
detectada diferenca entre 0s grupos em
relacdo a este aspecto (p>0,75). Em ambos
0S grupos, os individuos expostos a estes
agentes, relataram que a exposi¢céo ocorria
de maneira esporadica. A tabela 1
sumariza as caracteristicas da amostra

estudada.
A pratica de exercicio fisico foi

relatada por todos os voluntarios, em
ambos 0s grupos. No G1, dois individuos
informaram praticar exercicio fisico ha
pelo menos um ano, 22 ha mais de um ano
e um participante ndo informou o tempo.
No G2, 11

exercico fisico ha pelo menos um ano e 19

individuos faziam

voluntarios  reataram  praticar  estes
exercicios ha mais de um ano. No G1, 22
participantes praticavam exercicios fisicos
regularmente, e no G2, 27 praticavam
No G1, seis

individuo associava atividade aerdbica e

exercicios regularmente.

anaerébica, enquanto no G2, sete
participantes associavam atividade
aerObica e anaerGbica. A pratica de

exercicio fisico esta apresentada na tabela
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2.

Tabela 1 — Caracteristicas da amostra

Grupo
Caracteristicas Gl G2
Habito de fumar
Néo fumantes 23 28
Fumantes 2 2
Habito de beber
Consumo
Sim 25 30
Frequéncia
Regular 15 14
Irreegular 10 16
Duracdo em anos
Até 10 24 30
Exposicéo a agentes tdxicos
Nao-Expostos 19 20
Expostos 6 10

Tabela 2 — Pratica de exercicio fisico

Grupo
Caracteristicas Gl G2
Pratica de Exercicio Fisico
Sim 25 30
Nao 0 0
Frequéncia
Regular 22 27
N&o regular 3 3
Tipo
Aerobico 19 23
Aerobico + Anaerdbico 6 7
Tempo
Até 1 ano 2 11
Mais de 1 ano 22 19
Nao obtido 1 0

A frequéncia semanal de uso de
EAA foi relatada por 12% dos individuos,
48% informaram fazer uso mensal, 36%
utilizavam ocasionalmente e 4% néo
informaram a frequéncia de uso. Com

relacdo ao tempo de uso, 64% usavam a
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pelo menos um ano, 32% a mais de um ano Tabela 3 - Caracteristicas do wuso de
oo anabolizantes
e 4% nao informaram (Tabela 3). Todos os Grupo | o,
individuos do G1 faziam wuso dos Caracteristicas
Frequéncia
anabolizantes por via intramuscular, dos
Semanal 3
quais, 20% usavam apenas propionato de
L Mensal 12
testosterona, 12% injetavam  apenas
Ocasional 9
decanoato de nandrolona, 16% usavam
apenas cipionato de testosterona, 8% Ndo informado !
associavam propionato de testosterona e Tempo
decanoato de nandrolona, 8% associavam Até 1 ano 16
cipionato de testosterona e decanoato de Mais de 1 ano 8
nandrolona e 36% associavam propionato Nio informado 1
de testosterona, cipionato de testosterona e
decanoato de nandrolona.
Avaliacéo Citoldgica
A Fig. 1 apresenta grupo de usuérios (G1) e 60.000 células no
fotomicrografias de células observadas na grupo controle (G2). A ocorréncia das
analise citolégica. Um total de 110.000 alteracbes  analisadas  estdo  estdo
células foi analisado: 50.000 células no apresentadas nas Tabelas 4 e 5.

.'.;'t:!"\

Figura 1 — Fotomicrografia de uma preparacéo de células esfoliadas da mucosa oral corada pelo método
Felguen/Fast grenn apresentando morfologia nuclear normal (A), microntcleo (B), broken-eggs (C), picnose (D),
cariorréxis (E), cromatina condensada (F) e caridlise (G).
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Tabela 4 — Ocorréncia de microndcleos (MN) e de alteragdes citoldgicas na mucosa oral de

usudrios de esterdides anabolico-androgénicos.

Gl MN C.Condensada Cariorréxis Caritlise B.eggs Picnose
1 1 21 95 10 0 17
2 2 19 117 15 0 7
3 1 11 86 8 0 9
4 1 33 116 12 0 3
5 0 51 103 26 0 33
6 0 24 127 21 0 12
7 0 16 280 2 0 7
8 6 18 63 11 0 20
9 5 31 122 8 0 15

10 5 27 107 23 0 9

11 0 14 105 75 0 5

12 0 27 210 70 0 19

13 2 16 163 19 1 14

14 0 48 97 14 0 5

15 2 10 69 11 0 12

16 1 23 109 19 0 10

17 0 31 115 8 0 7

18 0 22 201 21 0 6

19 0 3 92 11 0 11

20 1 21 85 13 1 16

21 0 22 155 3 0 22

22 1 23 124 19 0 12

23 0 48 66 3 0 32

24 0 0 43 4 0 1

25 0 23 103 0 0 2

C. condensada = Cromatina condensada; MN = Micronucleo; B. Eggs = Broken eggs.

A analise estatistica comparando as
frequéncias de micronucleo, caridlise e
broken-eggs ndo revelou diferenca
significativa entre os grupos (p > 0,975,
p > 0,75 e p > 0,25, respectivamente). A
ocorréncia de apoptose, inferida pelo
cromatina

somatorio de cariorréxis,

condensada e picnose foi
significativamente mais frequente em
células de individuos do G2 (p < 0,005).
(Tabela 6).

A analise da ocorréncia de
microndcleos nos individuos do G1 em

funcdo do modo de uso de EAA revelou

que a frequéncia destas estruturas nas
células dos participantes que faziam uso
simultaneo de dois ou trés EAA foi
significativamente maior do que a
obervada entre os que utilizavam apenas
um tipo de EAA (p < 0,005). A
comparacdo, contudo, da ocorréncia de
micronucleos entre os individuos que
faziam uso simultdéneo de EAA e o0s
individuos do G2, ndo mostrou diferenca
significante (p > 0,1). Em relacdo a
frequéncia de apoptose e broken eggs, nao
foi observada diferenca estatistica em

fungdo do modo de uso. A ocorréncia de
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cariolise, no entanto, foi aos que faziam uso exclusivo de um tipo
singnificativamente  maior entre  0S de EAA (p < 0,005 (Tabela 7).

usuarios que associavam EAA em relacdo

Tabela 5 — Ocorréncia de microndcleos (MN) e de alteragdes citoldgicas na mucosa oral de
ndo-usudrios de esterdides anabolico-androgénicos.

G2 MN C. Condensada Cariorréxis Cariolise B. eggs Picnose
1 0 28 122 16 0 7
2 0 29 84 11 0 6
3 3 30 123 20 0 11
4 3 21 82 9 0 5
S 1 49 137 10 0 17
6 1 20 115 20 0 11
7 2 19 80 39 0 1
8 5 20 140 16 1 11
9 0 8 63 25 0 0
10 0 6 113 16 0 1
11 0 28 140 24 0 13
12 4 33 200 43 2 19
13 0 22 174 30 0 26
14 4 36 176 15 0 8
15 0 48 196 16 0 42
16 0 48 190 14 0 9
17 1 11 140 23 0 11
18 2 27 174 29 1 33
19 0 45 155 10 0 15
20 0 34 202 37 1 23
21 0 15 152 0 0 4
22 0 31 110 2 0 27
23 0 24 51 1 6
24 1 22 63 5 1 3
25 1 27 132 17 0 12
26 1 19 112 0
27 1 5 81 0
28 1 26 129 16 0 12
29 0 2 53 2 1 0
30 1 25 127 16 0 11

C. condensada = Cromatina condensada; MN = Micronucleo; B. Eggs = Broken eggs
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Tabela 6 — Ocorréncia de alteracfes genéticas e citoldgicas na mucosa oral de usuarios e ndo-
usuarios de esterdides anabolico-androgénicos do Municipio de Feira de Santana/BA.

Marcador Gl G2 Parametros estatisticos
citogenético
OBS. ESP. OBS. ESP. x° prx
MN 28 27,272727 32 32,727273 0,0356 p>0,975
Apoptose* 3840 3984,0909 4925 4780,9091 9,554003 p<0,005
Cariblise 426 415,909091 489 499,090909 0,44885246 | p>0,75
Broken-eggs 2 4 54545455 8 5,45454545 2,6133333 | p>0,25

MN = Micronucleo; OBS = observado; ESP. = esperado; *# Cromatina condensada, cariorréxis e picnose;

**Grau de liberdade = 1

Tabela 7 — Ocorréncia de alteracfes genéticas e citologicas na mucosa oral de usuarios que
fazem associacbes de esteroides anabolico-androgénicos no Municipio de Feira de

Santana/BA.
Marcador Associacdo N&o Associacdo Parametros estatisticos
citogenético
OBS. ESP. OBS. ESP. r? p*x
MN 22 14,560000 6 13,440000 7,9203 p<0,005
Apoptose* 2017 1996,8000 1823 1843,2000 0,425723 | p>0,75
Cariolise 254 221,520000 172 204,480000 9,921512 p<0,005
Broken-eggs 1 1,04 1 0,96 0,003205 p>0,975

MN = Micronucleo; OBS = observado; ESP. = esperado; *# Cromatina condensada, cariorréxis e picnose;

**Grau de liberdade = 1

DISCUSSAO
0

frequentemente debatido, pois a busca de

aspecto  fisico tem sido
um corpo considerado perfeito tem sido
cada vez mais intensa (30). Desde que as
praticas esportivas foram incorporadas ao
cotidiano dos seres humanos, a sociedade
convive com a busca por substancias que
melhorem a capacidade fisica do corpo
(30,47).
De acordo com Freitas (14)
atualmente, em diversos grupos sociais,

existe uma frequente preocupacdo em

melhorar o desempenho fisico, ignorando
as consequéncias a salde das praticas
empregadas para tal objetivo. Segundo
(30),
profissionais e amadores, fazem uso dos
EAA,

médica pondo em risco a saude humana.

Junior et al. muitos atletas,

frequentemente, sem prescricao
Para Santos e Santos (54) esta banalizacéo
do consumo de EAA se deve a facilidade
de acesso a essas substancias que podem
ser comercializadas de forma ilegal em

farmacias e academias.



O uso dos esteroides anabolico-
androgénicos entre atletas foi registrado,
primeiramente, no inicio da década de 50 e
popularizado em diversos grupos sociais
no decorrer dos anos  seguintes,
principalmente, a partir dos jogos
olimpicos de 1964 (69). Embora alguns
atletas continuem fazendo uso dos EAA
para aumentar seu rendimento nas
competicbes esportivas, 0 uso destes
horménios ultrapassou as competicdes
esportivas oficiais tornando-se frequente
nas academias cujos usuarios buscam o
aumento da massa muscular, de sua forca e
suposta  atratividade  advinda  das
propriedades anabdlicas e androgénicas
destes esteroides (10,59).

Segundo a Sociedade Internacional
de Nutricdo Esportiva (59), a partir de um
estudo realizado com 2.663 participantes
de 81 paises, 0 usuario tipico de EAA é do
sexo masculino com faixa etaria proxima
aos trinta anos, ndo-atleta profissional, que
objetiva 0 aumento da musculatura.
Corroborando estes resultados, na presente
pesquisa, durante a fase de selecdo da
amostra e coleta de dados, apenas
individuos do sexo masculino se
identificaram como usuarios de EAA.

A média de idade dos participantes,
desta pesquisa, pode ser considerada
jovem: 24,04 + 5,36 anos em G1 e 24,38 +
5,57 anos em G2. Pavdo et al. (45) em

estudo objetivando avaliar o potencial
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genotdxico de EAA também observaram
frequéncia de uso destes produtos em
jovens (média de idade de 22,7 + 3,61). O
uso de EAA por jovens foi ratificado por
Junior et al. (30) em trabalho com objetivo
de tracar um perfil do usuério. Estes
autores  observaram que a maior
ocorréncia foi entre individuos com média
de idade de 22,90 + 5,735 anos e
ressaltaram a faixa etaria como sendo um
fator importante para determinar a
frequéncia de exercicios fisicos, pois
segundo estes autores quanto maior a faixa
etaria menor a préatica de exercicios fisicos
e de uso de anabolizantes.

O habito de fumar no Gl foi
relatado por apenas dois participantes, e
embora a ingestdo de bebidas alcodlicas
tenha sido informada por todos, 0 consumo
pode ser considerado moderado. Estes
resultados entdo de acordo com o perfil de
usuarios  relatado  pela  Sociedade
Internacional de Nutricdo Esportiva (59).
Segundo este O0rgdo os usuarios de EAA
em sua maioria seguem regimes de uso
planejado sem consumo abusivo de outras
drogas.

Nesta pesquisa os perfis obtidos em
ambos 0s grupos sdo semelhantes,
diferindo especialmente quanto ao uso ou
ndo uso de EAA. Assim, ndo ocorreram
diferencas estatisticas, entre G1 e G2, com
relacdo aos habitos de fumar, consumo de

bebidas alcodlicas, exposicdo a agentes



toxicos e pratica de exercicios fisicos.
Devido a esta similaridade entre os grupos
as diferencas observadas nas frequéncias
de alteracbes nucleares na analise
citogenética possivelmente estdo
relacionadas ao uso de EAA.

Pavéo et al. (45) utilizando o teste
do cometa (capaz de detectar lesdes
primarias no DNA) avaliaram o potencial
genotoxico de EAA. Estes autores
coletaram amostras de sangue periférico de
63 voluntérios, agrupados em praticantes
de fisiculturismo ndo competitivo que
fazem uso de esteroides anabolizantes (23
participantes); fisiculturistas ndo usuarios
dos esterdides (20 participantes); e grupo
controle (20 participantes) e observaram
que ndo houve diferenca estatisticamente
significante nos niveis de danos no DNA
de leucdcitos do sangue periférico entre 0s
grupos avaliados.

No presente estudo, embora ndo se
tenha utilizado o mesmo tipo de teste
citogenético e o material biologico
analisado ndo terem sido celulas
sanguineas, os resultados corroboram os de
Pavdo et al. (45). Nesta pesquisa, a
aplicacdo do Teste de Micronucleo,
segundo o protocolo proposto por Tolbert
et al. (65), em células esfoliadas da mucosa
oral ndo demonstrou diferenca estatistica
na frequéncia de MN em ambos 0s grupos,
sugerindo que os EAA analisados ndo tem

efeito clastogénico e/ou aneugénico.
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Por outro lado, Torres-Bugarin et
al. (67) utilizando o Teste de Micronicleos
em esfoliadas de mucosa oral sugerem que
EAA tem efeito genotoxico. A pesquisa foi
realizada com 11 fisiculturistas, divididos
em usuérios de EAA (5 participantes que
faziam uso com frequéncia semanal) e ndo
usuarios (6 participantes). A ocorréncia de
MN foi avaliada semanalmente durante
quatro semanas. A frequéncia de MN foi
significativamente maior entre 0s usuarios.

No entanto, apesar de nédo ter sido
relatado por Torres-Bugarin et al. (67), o
modo de uso de EAA dos participantes ¢
provavel que o potencial genotoxico
identificado se deva ao uso associado de
diferentes marcas. Neste estudo, a analise
da frequéncia de MN em funcdo do uso
associado das trés marcas e de
exclusivamente uma, revelou que aqueles
usuarios que associam EAA apresentaram
maior frequéncia de MN, sugerindo uma
acao sinergistica das marcas avaliadas na
promoc¢do de danos genéticos. Segundo
Mcardle, Katch e Katch (40), a
combinacdo de varias substancias para
compor o0s ciclos de administracdo da
droga potencializa efeitos colaterais que
podem superar, significativamente,
quaisquer beneficios do tratamento com
esterdides anabolizantes androgénicos.

A ocorréncia de apoptose inferida
pelo somatério de cariorréxis, cromatina

condensada e picnose, sugerido por Tolbert



et al. (66), revelou diferencas entre
usuarios (G1) e ndo usuarios (G2). Entre os
individuos do G2 a frequéncia de apoptose
foi significativamente maior, sugerindo
que os EAA interferem em vias de inibicdo
de apoptose. A apoptose é um mecanismo
geneticamente programado de morte
celular importante na eliminagdo de células
alteradas que podem ser prejudiciais para o
organismo (42) e no controle da
homeostase dos tecidos que se renovam
(D).

Tentori e Graziani (63) ressaltam
que os hormdnios androgénicos podem
inibir a resposta celular ao mecanismo de
apoptose, além de atuar em outras vias de
inibicdo ainda ndo esclarecidas. Segundo
Niu et al. (43), em estudo realizado com
células da prostata, 0s hormonios
androgénicos podem inibir a apoptose e
direcionar o processo de proliferacdo e
diferenciacdo celular através da regulacédo
da expressdo génica, processo que ocorre
segundo Carson Il e Rittmaster (4) devido
a ligacdo intranuclear entre os EAA e 0s
receptores androgénicos.

A diferenciacdo e proliferacéo
celular prostatica e o controle na expressdo
do receptor de andr6geno sd0 processos
considerados chaves na formacdo do
cancer prostatico e sdo regulados
integralmente pelos niveis de andrégenos

(34), horménios estes gque estdo envolvidos
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em um mecanismo biol6gico de regulacdo
do crescimento celular (16).

Assim, os resultados deste estudo
no que se referem a ocorréncia de apoptose
sugerem que a associagdo positiva entre
exposicdo & EAA e céancer relatada em
diversos estudos (15, 21, 23, 34, 57, 58)
decorre da acéo deste hormonio na inibicao
de apoptose e ndo de efeitos clastogénicos
ou aneugeénicos que se traduziriam em uma
maior ocorréncia de micronucleos. Células
que tém vias de apoptose inibidas podem
proliferar e ao longo de geracdes celulares
acumularem danos genéticos, o que pode
contribuir para transformacgdo maligna.

Este mecanismo foi ressaltado por
Schulte-Hernann et al. (55) que destacaram
a morte celular programada como um
mecanismo fundamental para manter o
equilibrio da quantidade de células nos
tecidos, eliminando células que estdo em
excesso ou que sofreram injurias no DNA.

Nesta pesquisa, ambos 0S grupos
(G1 e G2) ndo diferiram significativamente
quanto a frequéncia de cariolise e de
Broken eggs, alteracbes nucleares que
segundo Tolbert et al. (66) e Holland et al.
(25) sdo indicativas, respectivamente, de
necrose relacionada a eventos citotoxicos e
amplificacdo génica. Estes dados apontam
para a auséncia de citotoxicidade,
detectada pela ocorréncia de cariolise,
relacionada ao uso dos esterOides

anabolico-androgénicos.



Porém, a combinacdo de diferentes
variedades de EAA pode potencializar ou
gerar um efeito citotoxico quando
comparado ao uso de apenas uma marca de
EAA, sugerindo um efeito sinérgico. O uso
simultdneo de derivados sintéticos de
testosterona potencializa os seus efeitos
colaterais (40).

CONCLUSOES
Os EAA
utilizados de modo isolado ndo apresentam

avaliados  quando

efeito clastogénico e/ou aneugénico.
Possivelmente, quando em
associacdo, 0s esteroides anabolizantes
androgénicos tem efeito potencializado
podendo ser genotdxicos e/ou citotdxicos.
Os resultados obtidos mostram
inibicdo da apoptose induzida pelo uso de
EAA, sugerindo que este, pode ser um dos
mecanismos que contribuem  para a
associacdo descrita entre uso destas

substancias e 0 processo carcinogénico.

Fonte de recursos: Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
(CAPES) e

Estadual de Feira de Santana, Bahia,

Superior Universidade

Brasil.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Dentre os diversos efeitos indesejados associados ao uso de EAA, o risco de
ocorréncia de cancer entre usuarios tem sido relatado (SILVA et al., 2002), mas a a¢do destas
substancias na iniciacdo e desenvolvimento da doenga ndo é clara, uma vez que o nimero de
estudos para avaliar a genotoxicidade e/ou carcinogenicidade dos EAA é considerado
pequeno (JOOSTEN et al., 2004). Alguns autores destacam, no entanto, alteracdes genéticas
ou citologicas que corroboram a possivel atividade genotdxica e/ou carcinogénica dos EAA
(DHILLON et al., 1995; SERAJ et al., 1996; SHIRAI et al., 2000; NIU et al., 2001;
MATTIOLO et al., 2004; NANTERMET et al., 2004; TORRES-BUGARIN et al., 2007;
TENTORI, GRAZIANI, 2007; SOUZA, 2010).

Entretanto, a despeito destes estudos nos quais pesquisadores associaram
positivamente danos genéticos e/ou carcinogenicidade a exposicao a esterdides androgénicos,
outros autores nao relataram tal associacdo (REIMANN; KALWEIT; LANG, 1996;
HOLDEN; STUDWELL; MAJESKA, 1999; MARTELLI et al., 2003; MARTINS et al.,
2010).

Deste modo, a ocorréncia de efeitos genotdxicos associados ao uso de EAA é um tema
ainda controverso, sugerindo a necessidade de producdo de novos trabalhos sobre a tematica.
Assim, nesta investigacdo procurou-se avaliar a distribuicdo de biomarcadores indicativos de
danos cromossdmicos, apoptose e necrose entre 0s grupos populacionais caracterizados pelo
consumo destas substancias, caracterizando um importante problema de satde publica.

A avaliacdo dos efeitos genotdxicos e/ou citoldgicos dos esterdides anabolizantes
androgénicos tem sido realizada com o uso do Teste de Micronucleo em células esfoliadas do
epitélio oral de usuarios uma vez que a avaliacdo da ocorréncia de danos genéticos e demais
alteracdes citoldgicas, feita com o uso deste teste apresenta inlmeras vantagens, entre as quais
se incluem: 1) o baixo custo, 2) facil acesso ao material para estudo, 3) simplicidade da
andlise, 4) a deteccdo dos efeitos tanto de agentes aneugénicos quanto de agentes
clastogénicos e 5) a inferéncia de risco aumentado de desenvolvimento do cancer antes que
ocorram sintomas clinicos (TOLBERT, SHY, ALLEN, 1991; TOLBERT, SHY, ALLEN,
1992; MACHADO-SANTELLI et al., 1994; SALAMA et al., 1999; RIBEIRO et al., 2003;
CAVALLO et al., 2005; THOMAS et al., 2009).

Os resultado obtidos no presente estudo de corte transversal mostram que: 1) os EAA

avaliados quando utilizados de modo isolado ndo apresentam efeito clastogénico e/ou
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aneugénico; 2) quando em associacao, os esterdides anabolizantes androgénicos tem efeito
genotdxico e/ou citotoxico potencializado; 3) a inibicdo da apoptose induzida pelo uso de
EAA, sugerindo que este seja um mecanismo importante na associagdo descrita entre 0 uso
destas substancias e o0 processo carcinogénico.

Deste modo, esses achados apontam para a necessidade de que importantes medidas
preventivas devam ser tomadas em relacdo a popularizacdo e consequente utilizacdo dos
EAA, uma vez que estes sdo substdncias que podem levar a sérias implicagdes a salde
humana, entre elas, o cancer (SILVA et al., 2002; IRIART; ANDRADE, 2002; GUERRA et
al., 2005; CHAVES et al., 2006; FAR et al., 2007; VALADARES, 2007).

Este estudo é, portanto, uma contribuicdo ao campo da epidemiologia genética, que
avalia os efeitos carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos nas populacdes. E através da
avaliacdo dos efeitos da utilizacdo dos esterdides anabolizantes androgénicos nas alteraces
celulares genotdxicas e/ou citologicas, o presente trabalho, podera se constituir em importante

referéncia neste campo.
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA
Departamento de Saude/ PPGSC - Mestrado Académico

Departamento de Ciéncias Bioldgicas/ Laboratério de Genética Toxicoldgica

QUESTIONARIO DE ENTREVISTA

Data: / /
Identificacao:
0I. Numero: 02. Data de Nascimento:
/ /
03. Tdade: 04. Sexo:
07. Endereco (Rua, Av.): 08. N° 09. Apt”
10. Bairro: 11. Cidade: 12. Estado: 13.CEP.:
T4 Telefone: 15. Zona:
16. Ocupacao Atual: 17. Tempo de atividade:
18. Ocupacéao Anterior: 19. Tempo de afividade:

Habitos de Fumar:

01, Habitos Tabagistas:

( )fuma ( )ndofuma ( )nuncafumou ( )jafumou

Uso de Anabolizante:

[[0I.Uso de Anabolizante: 02 Ha quanto tempo
( )Ssim ( )Nio ( )labmeses. ( )6al2meses. ( ) lanoal5ano
( )15 anoaZ2anos. ( ) maisde 2 anos anos
() N&o se aplica.

03. Frequiéncia de uso.

( ) diaria vezes ao dia. () semanal vezes por semana.
( ) mensal __ vezes por més. () ocasionalmente. () Néo se aplica
04.Tipo do Anabolizante: 05. Marca(s)-

( ) Oral ( ) Intramuscular

05. Observacoes

Pratica de exercicio fisico:

[[0I. Prafica exercicio fisico: 02Z. Ha quanto tempo:
( )sim ( )Nio ( )la6meses. ( )6al2meses. ( ) lanoalb5ano
( )15 anoa2anos. ( ) maisde?2anos anos
() Né&o se aplica.

03. Frequéncia.

() diéria vezes ao dia. () semanal Vezes por semana.

() mensal ___ vezes por més. () ocasionalmente. () Nao se aplica
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04. Tipo:

05. Observacoes

Habitos de Beber

01I. Uso de bebida alcoolica: 02. Frequéncia:

( )Sim ( )Nao (

ocasionalmente

) diariamente () 2a 3 vezes/semana ( )1 vez/semana

() raramente

() Néo se aplica

(

) 1 vez/més

(

)

03. Tipo de bebida/quanto bebe:

() cachaca. copos (200ml)
() conhaque. copos (200ml)

() cerveja. ___ copos (200ml) (' )outras

() whisky. _ copos (200ml) Quas(is):

() vinho. ___ copos (200ml) _____copos (200ml)
(" )ndoseaplica

04. Ha quanto tempo bebe:

( )menosde6meses ( )6mesesalano ( )01a05anos

() ndo de aplica

( )05a10anos

Uso de medicamentos

01. Uso freqlente de algum medicamento:

()Sim () Nao

02. Freqiiéncia do uso de medicamento:

() diariamente () 2a3vezes/semana

( )1vez/semana ( )1 vez/més
() ocasionalmente () raramente

() néo se aplica

03. Tempo de uso:

( )menosde6meses ( )6mesesalano
( ) 01ad05anos ( )05a10anos

(' ) nédo de aplica

04. Quais:

() antibidtico ( )analgésico ( ) antiinflamatério

() antimicético () anticonvulcionante

() outros. Qual?

() antihistaminico ( ) vitamina

() imunodepressores () antidepressivos

. Nome do medicamento:

Exposi¢do a radia¢éo

0T EXpoSicao frequente a radiagao:

( )Sim ( ) Néo

0Z. Tipo de radiagao:

() lonizante () Nao se aplica

03. Frequencia de exposiGao a radiagao:

04. Tempo d€ eXposIGao:

Exposi¢do a produtos toxicos

0T, EXPOSIGA0 a produtos toXicos:

( ) Sim ( ) Néo

02. Quais:




APENDICE I
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, Jeanderson Pereira Souza (mestrando do Programa de P6s-Graduacgdo em Salde Coletiva
da Universidade Estadual de Feira de Santana) estou, sob a orientagdo da Profa. Eneida de
Moraes Marcilio Cerqueira, realizando estudo com o objetivo de investigar possiveis danos ao
material genético (DNA) nas células da mucosa da boca que podem ter sido causados pelo uso
de hormdnios anabolizantes. Sabemos que o cancer é uma doenca que decorre de alteraces
neste material, dai a importancia de evidenciar compostos que tenham tais efeitos para que
seu uso possa ser desaconselhado. O exame que fazemos, conhecido como Teste de
Micronucleo, € considerado uma medida de prevencdo do cancer, principalmente do cancer
oral. Os resultados obtidos com este exame ndo nos dizem se uma pessoa vai ter um cancer,
mas mostram que a exposicdo a um dado agente (neste caso 0s anabolizantes) esta pondo em
risco a saude e que é necessario evitar esta exposicdo. As conclusbes a que chegaremos sao
possiveis apenas pela analise comparativa de muitos individuos, de modo que um resultado
individual ndo informa por si s6 sobre os efeitos do agente investigado, mas no caso de serem
observadas alteragdes em niveis acima do normal, e caso vocé o deseje, entraremos em
contato com servico especializado da UEFS para que seja feito exame de sua boca. O exame é
rapido, seguro e feito com material esterilizado: uma escova pequena que vai ser gentilmente
passada em sua bochecha, o que pode lhe causar algum desconforto por permanecer por
alguns segundos com a boca aberta. Vocé pode também se sentir incomodado em responder a
questdes que serdo feitas para preenchimento de um questionario, embora as perguntas digam
respeito a habitos de vida (como fumar e beber), uso de medicamentos e exposicao a outros
agentes que podem lesar o material genético, como por exemplo, os raios X. Além disso,
garantimos a vocé que os resultados ficardo sob a nossa responsabilidade e nos
comprometemos manter sigilo das informacdes, as quais serdo utilizadas exclusivamente para
essa pesquisa. Estes resultados ficardo no Laboratério de Genética Toxicologica, acessiveis
apenas aos pesquisadores e ndo serdo utilizados em outros estudos. As laminas e 0s
questionarios permanecerao no laboratorio por 5 anos, apos este periodo serdo destruidos.
Vocé tem total liberdade de se recusar a participar deste estudo e também de desistir dele a
qualguer momento. Nos colocamos ao seu dispor a qualquer momento para esclarecer ddvidas
que tenha, seja pessoalmente no laboratorio de Genética Toxicologica da UEFS, ou por
telefone ou por e-mail (veja informacdes a este respeito abaixo). Apos o término da pesquisa
serdo fornecidas informacdes sobre os resultados do estudo. Se vocé se sente devidamente
esclarecido e concorda em participar do estudo assine, por favor, as duas vias deste
documento (uma das quais ficard com vocé) gque sera também por nds tambem assinado.

Dados para contato:

Universidade Estadual de Feira de Santana/Departamento de Ciéncias

Biologicas, Laboratorio de Genética Toxicoldgica. Av. Transnordestina, s/n° - Novo
Horizonte. Campus Universitario, Médulo 1.

Feira de Santana — BA, CEP 44.036-900. Tel. (75) 3161-8285. e-mail:
jeanderson.biologia@ig.com.br eneida.cerqueira@gmail.com

Feira de Santana, de de

Jeanderson Pereira Souza Eneida de Moraes Marcilio Cerqueira  Participante
(Pesquisador responsavel) (Orientadora)
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