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Decanoato de nandrolona no hemograma e nas células mononucleares da medula
óssea de ratos Wistar hígidos

Nandrolone  decanoate  in  the  hemogram  and  bone  marrow  mononuclear  cells  of  healthy  Wistar rats

RESUMO

O decanoato de nandrolona (DN), um estimulante
do sistema hematopoético, caracteriza-se por ser um
medicamento acessível aos proprietários de animais com
escassos recursos econômicos. Assim, este estudo objetivou
avaliar o efeito de diferentes doses do DN no hemograma e na
quantificação e a viabilidade das células mononucleares (CM)
da medula óssea (MO), juntamente com a marcação das
células hematopoéticas CD34+ de ratos Wistar saudáveis. Para
isso, 48 animais foram separados em seis tratamentos, de forma
aleatória, com oito animais cada. Os grupos foram constituídos
por: G1 – controle (solução fisiológica); G2 – controle diluente
(somente veículo oleoso de origem vegetal); G3 – 0,42mg kg-1

de DN; G4 – 1,8mg kg-1 de DN; G5 – 4,6mg kg-1 de DN; e G6
– 10,0mg kg-1 de DN. O fármaco foi aplicado semanalmente
por três semanas. Os parâmetros hematológicos e medulares
avaliados não tiveram diferença significativa entre os grupos,
o que pode ter sido influenciado pela condição da MO ou pelo
intervalo entre as doses. De acordo com os resultados obtidos
e nas condições em que esta pesquisa foi desenvolvida, pode-
se concluir que o DN não altera o hemograma, a quantificação
e a viabilidade das CM e a marcação de CD34+ em ratos wistar
saudáveis.

Palavras-chave: esteróide anabólico androgênico, estimulante
medular, hematopoese, células-tronco, fração
mononuclear, CD34+.

ABSTRACT

Nandrolone Decanoate (ND), a hematopoietic
system stimulant, is characterized as an accessible medicament

for low-income pet owners. The aim of this research is to study
the effect of different ND doses in the blood cytological
parameters and the quantification and viability of the bone
marrow (BM) mononuclear cells (MC), together with the
labeling of CD34+ hematopoietic stem cells of healthy Wistar
rats. Forty eight animals were randomly separated into six
different groups of treatment, each composed of eight animals.
These groups were divided in: G1 – control group (physiologic
solution); G2 – diluent control (only vegetal oily vehicle); G3
– ND 0.42mg kg-1; G4 – ND 1.8mg kg-1; G5 – ND 4.6mg kg-1

and G6 – ND 10.0mg kg-1. The drug was weekly applied for
three weeks. The hematologic and medullar analyzed
parameters showed no significant difference between the groups,
which  may have been  influenced by the BM conditions or by
the applications frequency. According to the results obtained
and according to the  conditions  under which this research
was developed, it can be concluded that ND did not affect the
blood cytological parameters, quantification and viability of
MC and CD34+ labeling in healthy Wistar rats.

Key words: anabolic androgenic steroid, bone marrow
stimulating factor, hematopoiesis, stem cells,
mononuclear fraction, CD34+.
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(FELDMAN et al., 2000). O alto custo da eritropoetina
recombinante e os sérios riscos colaterais levam à busca
de outros medicamentos para tal finalidade
(GHORBANIHAGHJO et al., 2005) em cães e gatos.
Dentre as substâncias estimulantes da medula óssea
(MO), podem ser listados os fatores de crescimento
hematopoéticos (citocinas sintéticas) (FELDMAN et
al., 2000), ou ainda, os andrógenos sintéticos, tais como
o decanoato de nandrolona (DN), cuja eficácia para
animais domésticos é pouco estudada (PEREZ et al.,
2005).

Algumas pesquisas estão evidenciando que
o DN seria capaz de afetar diretamente o crescimento
de células progenitoras, inclusive as hematopoéticas
da MO de murinos (GALLICCHIO et al., 1984; SAITOH
et al., 1999; FORESTA et al., 2008). Quando usado de
forma terapêutica, os riscos colaterais para pacientes
que podem apresentar anemia, como os submetidos a
quimioterapias ou doença renal, são relativamente
baixos (SPIERS et al., 1981; BARTON et al., 2002). Há
relatos na literatura que citam o aparecimento de
alterações hematológicas com o uso de esteroides
anabólicos androgênicos (EAA), como policitemia e
aumento do hematócrito sem (DAWSON, 2001) ou com
supressão medular (PEREZ et al., 2005).

As células-tronco (CT) são células raras,
com capacidade de autorrenovação e possibilidade de
se diferenciar em uma ou mais linhagens celulares. A
produção de células sanguíneas é mantida por toda a
vida por meio de CT hematopoéticas nos mamíferos
adultos (CUMANO & GODIN, 2007), que residem
principalmente na MO e, em menor número, na corrente
sanguínea periférica. O aumento na mobilização dessas
células e seus progenitores podem ocorrer por alguns
estímulos, como a perda de sangue e o aumento na
produção de eritropoetina (SAITOH et al., 1999;
WRIGHT et al., 2001). O estudo com células-tronco
mononucleares permite o desenvolvimento e/ou
aprimoramento de terapias celulares, validando a
chamada medicina regenerativa ou de reparo (HUANG
et al., 2004; GALLIAN, 2005; CUMANO & GODIN,
2007). Trabalhos sobre a viabilidade das CT são
necessários, já que há dúvidas se os andrógenos afetam
a sobrevivência desse tipo de célula (KIM et al., 2005).
Além disso, a identificação de marcadores moleculares
de superfície dos fenótipos das CT hematopoéticas,
como o CD34+, é importante no transplante clínico e
na terapia gênica (ITO et al., 2000).

Todavia, parte da informação clínica a respeito
dos efeitos do DN provém de relatos de casos isolados
ou estudos em condições não controladas, o que torna
as observações/conclusões mais difíceis de serem feitas
(WU, 1997; DAWSON, 2001; GHORBANIHAGHJO et

al., 2005). Além disso, há poucas pesquisas nacionais
sobre o uso de estimulantes hematopoéticos (LUCIDI
& TAKAHIRA, 2007). Desse modo, este estudo
objetivou avaliar o efeito de diferentes doses do DN
no hemograma, na quantificação e na viabilidade das
células mononucleares (CM) da MO e na marcação
das células hematopoéticas CD34+ de ratos Wistar
saudáveis. É de grande relevância que se façam
pesquisas sobre os efeitos dos andrógenos em
condições normais e não só em quadros patológicos
(FORESTA et al., 2008). O uso de estimulantes
medulares, por vezes, torna-se dispendioso na clínica
de pequenos animais, e novas opções terapêuticas
devem ser pesquisadas, a exemplo do DN.

MATERIAL   E   MÉTODOS

O estudo do hemograma foi realizado com
48 ratos, com idade de três meses, machos, pesando
entre 210 e 300g, da linhagem Wistar (Rattus
novergicus albinus). Destes, 35 também foram usados
para isolamento e quantificação das CT mononucleares.
Os murinos eram provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). O
período de adaptação foi de 20 dias, com dieta sólida e
hídrica ad libitum. Os animais foram alocados em ratário
próprio para pesquisas experimentais cedido pela
instituição. As condições ambientais foram
controladas, sendo temperatura de 25°C, ciclo de
luminosidade de 12 horas claro/12 horas escuro e
umidade relativa em torno de 60%.

Os ratos foram separados em seis grupos,
de forma aleatória, com oito animais cada. Os grupos
foram constituídos por: G1 – controle (solução
fisiológica); G2 – controle diluente (somente veículo
oleoso de origem vegetal); G3 – 0,42mg kg-1 de DN; G4
– 1,8mg kg-1 de DN; G5 – 4,6mg kg-1 de DN; e G6 –
10,0mg kg-1 de DN. As dosagens foram baseadas em
doses subclínica, clínica, intermediária e supraclínica,
respectivamente (VIEIRA et al., 2008).

O DN foi diluído em veículo oleoso de origem
vegetal (azeite de oliva) adequado à administração
intramuscular (IM). O protocolo experimental teve
duração de um mês. As aplicações do medicamento
foram realizadas com uma semana de intervalo (NELSON
& COUTO, 2006), sempre no mesmo horário
(vespertino), durante três semanas consecutivas.

Na quarta semana, o sangue foi coletado
por meio de punção cardíaca e armazenado em tubos
contendo ácido etilenodiaminotetracético disódico
(EDTA) a 10%. O processamento das amostras
sanguíneas foi realizado no Laboratório de Análises
Clínicas Veterinárias (LACVET), do Hospital Veterinário
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Universitário (HVU), da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM). A contagem de hemácias e leucócitos
totais foi determinada no contador de células
sanguíneas CC550®. O teor de hemoglobina foi
quantificado pelo método da cianometahemoglobina.
O volume globular foi determinado em
microhematócrito, após cinco minutos de centrifugação
a 19720G. Os índices hematimétricos (VCM – volume
corpuscular médio e CHCM – concentração de
hemoglobina corpuscular média) foram determinados
por cálculos indiretos. A contagem diferencial dos
leucócitos foi realizada por microscopia de luz, com
corante comercial panótico rápido.

O processamento da fração mononuclear da
MO foi realizado conforme BOYUM (1968), com
pequenas modificações, em sala previamente
desinfectada do Laboratório de Processamento de
Células-Tronco (UFSM). Momentos antes da
dissecação dos animais, o fluxo laminar passava por
limpeza com álcool 70% e após exposição à luz
ultravioleta por 15 minutos. Para a obtenção das CM,
realizou-se a lavagem do canal medular dos ossos do
fêmur, da tíbia e do úmero (bilaterais) de cada animal. O
material foi filtrado em um tecido de nylon tipo peneira
de cerca de 100μm e diluído em DMEM (Dulbeco’s
Modified Eagle’s Medium) e solução salina 0,9% e
colocado em tubos Falcon de 15mL. Em seguida, a
solução foi inserida lentamente sob o gradiente de
densidade Histopaque®a (densidade 1083g mL-1), na
proporção 2:1, e foi centrifugada a 440G, por 30 minutos.
O anel de células mononucleares, localizado na
interfase, foi retirado e transferido para um tubo Falcon
contendo a proporção de 1:1 de salina tamponada com
fosfato (PBS) com pH 7,2.

As células foram lavadas três vezes com PBS
e centrifugadas, após cada lavagem, a 440G, por 10
minutos para obtenção do botão celular padronizado
em 300μL, como produto final. Desse botão, foram
retirados 50μL, os quais foram destinados à
quantificação de células mononucleares em câmara de
Neubauer (diluição em solução salina 0,9%) e a teste
de viabilidade com o corante azul de Trypan 1%. O
restante da fração, 250μL, foi enviado para
quantificação de CD34+ por citometria de fluxo.

O botão celular foi incubado com anticorpos
monoclonais (AcM) conjugados com isotiocianato de
fluoresceína (anticorpo anti-CD45 de rato produzido
em camundongo, FITC) e ficoeritrina (anticorpo anti-
CD34 de rato produzido em camundongo, PE) por dupla
coloração. Em seguida, foram realizadas lise e lavagemd

das amostras para minimizar possíveis interferentes. A
quantidade de células e de AcM para análise seguiu as
recomendações dos fabricantesb,c. Em seguida, as

células foram lavadas com PBS e, finalmente,
ressuspendidas e imediatamente analisadas pelo
citômetro de fluxoe, usando o programa CellQuest®f.
A análise dos dados foi realizada seguindo o protocolo
ISHAGE (SUTHERLAND et al., 1996).

Para a estatística dos valores obtidos,
utilizou-se a análise de variância (ANOVA) de uma via,
seguida do teste de comparações múltiplas de Tukey-
Kramer (P<0,05). Os resultados foram expressos por
média ± erro padrão da média.

RESULTADOS   E   DISCUSSÃO

Os resultados do hemograma estão
expressos nas tabelas 1 e 2 para o eritrograma e
leucograma, respectivamente. Na série vermelha, os
valores não tiveram variação significativa entre os
diferentes grupos. Entretanto, KURLING et al. (2005),
estudando o DN em ratos sadios nas doses de 5 e
20mg kg-1 com uma injeção diária por cinco dias na
semana, durante duas semanas, observaram um
aumento significativo no último dia de tratamento (17o

dia), nos eritrócitos totais e na hemoglobina somente
nos animais que receberam 5mg kg-1. Dessa forma, as
doses utilizadas em G5 e G6 podem não ter estimulado
a linhagem eritrocítica devido ao número e/ou intervalo
de tempo em que as injeções foram aplicadas, pois a
resposta ao tratamento de estimulação hematopoética
é dependente de sua duração, ou ainda, do número de
CT viáveis na MO (FELDMAN et al., 2000).

Em outro estudo com o quimioterápico
sulfato de vincristina como depressor medular, os
autores verificaram efeito protetor e estimulante desse
EAA (1,5mg kg-1) em casos de anemia leve a moderada,
com valores que se aproximaram estatisticamente ao
controle sadio (PEREZ et al., 2005). Em camundongos
irradiados e medicados com DN (1,25mg), se verificou
que o fármaco foi capaz de estabilizar os valores de
VCM entre os animais irradiados e os irradiados/
tratados, além de aumentar a eritropoese, como
constatado por meio do aumento do número de colônias
eritroides (CFU-e e BFU-e) na MO e no baço
(GALLICCHIO et al., 1984). O fato de os animais
analisados neste estudo serem hígidos pode ter
contribuído para a não estimulação medular pelo DN,
pois roedores irradiados ou sob ação de quimioterapia,
quando tratados com DN, mesmo em doses e
frequências menores do que as usadas nos grupos
desta pesquisa, apresentaram resposta da MO
(GALLICCHIO et al., 1984; PEREZ et al., 2005).

O leucograma dos diferentes grupos
também não apresentou diferenças significativas em
relação ao controle.  Pessoas submetidas a diferentes
drogas citotóxicas, quando expostas ao DN,
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apresentaram melhora nos valores de hemoglobina,
tendo uma redução significativa no número de
transfusões sanguíneas necessárias para o retorno de
valores hematológicos aceitáveis. Porém, o número de
neutrófilos manteve-se similar aos indivíduos que não
receberam o EAA (SPIERS et al., 1981). Contudo,
PEREZ et al. (2005) observaram efeito estimulador da
leucopoese em casos de depressão medular discreta a
moderada causada pelo sulfato de vincristina em ratos.
É importante salientar que tal efeito não foi observado
nos grupos em que a MO foi severamente suprimida.
Em pesquisa realizada com camundongos saudáveis,
jovens e geriátricos, o DN, na dose de 2,5mg, por três
dias consecutivos, estimulou a liberação de leucócitos
na circulação periférica, bem como a formação de
colônia granulocítica-monocítica (CFU-GM e BFU-GM)
na MO e no baço (SAITOH et al., 1999). Resultados
semelhantes foram encontrados por GALLICCHIO et
al. (1984), com a dose de 1,25mg, em camundongos
irradiados. Subentende-se que, de forma semelhante
ao que ocorreu no eritrograma, as doses utilizadas em
G5 e G6 podem não ter estimulado o aumento da série
branca na circulação sanguínea devido ao número e/
ou intervalo de tempo em que as injeções foram
aplicadas.

Parte da literatura consultada cita a presença
de estimulação medular com doses inferiores às
utilizadas no trabalho, porém com intervalos de tempos
diários (SAITOH et al., 1999; KURLING et al., 2005).
Contudo, outros autores comentam o uso semanal do
DN, com dosagens inferiores ou não as utilizadas no
presente estudo (BARTON et al., 2002; NELSON &
COUTO, 2006). Pelos valores obtidos no hemograma,
sugere-se que a metodologia de aplicação do fármaco
possa ter influenciado a ausência de aumento no
número de células sanguíneas em murinos saudáveis.

Os resultados sobre a quantificação e
viabilidade das CM da MO estão dispostos na tabela
3. Pode-se observar que, ratificando os achados do
sangue circulante, não houve diferença estatística entre
os grupos, o que demonstra que as doses utilizadas de
DN, mesmo em doses supraclínicas, não foram capazes
de afetar o número de CM da MO em ratos saudáveis.
Esses achados concordam com KIM et al. (2005), que
não encontram estimulação de dois outros andrógenos
sobre as CT e os progenitores sanguíneos in vitro.

Tem sido relatada a interação dos esteroides
androgênicos na hematopoese de animais, sendo o
estímulo a progenitores hematopoéticos um dos
possíveis mecanismos envolvidos (BESA, 1994). Em

Tabela 1 - Eritrograma de ratos saudáveis submetidos a diferentes doses de decanoato de nandrolona (DN), aplicadas uma vez/semana,
durante três semanas, com amostras sanguíneas coletadas na quarta semana.

Tratamento Eritrócitos (x106) Hb (g dl-1) Ht (%) VCM (fl) CHCM (%)

G1 (controle SF) 6,1±0,9 14,5± 2,7 45,6± 8,9 74,2±9,6 32,0±1,0
G2 (controle VO) 6,4±1,4 14,8±2,2 45,9±8,12 72,6±10,3 32,4±2,0
G3 (0,42mg kg-1 DN) 6,1±1,0 14,4±1,5 44,1±4,0 72,5±8,0 32,6± 0,6
G4 (1,8mg kg-1 DN) 6,6±1,2 14,3±0,8 44,9±1,4 69,1±11,2 32,0±14
G5 (4,6mg kg-1 DN) 7,6±1,3 15,5±0,8 47,6± 2,2 64,0±9,9 32,6±0,5
G6 (10,0mg kg-1 DN) 7,1±1,7 14,5±1,2 44,9±3,6 65,0±12,5 32,3±1,0

Médias nas colunas seguidas de letras diferentes são estatisticamente significativas (P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer. Hb – hemoglobina;
Ht – hematócrito; VCM – volume corpuscular médio; CHCM – concentração de hemoglobina corpuscular média; SF – solução fisiológica;
VO – veículo oleoso.

Tabela 2 - Leucograma de ratos saudáveis submetidos a diferentes doses de decanoato de nandrolona (DN), aplicadas uma vez/semana,
durante três semanas, com amostras sanguíneas coletadas na quarta semana.

Tratamento Leuc.Totais (Absoluto ul-1) Bast Neut Linf Eos Mon

G1 (controle SF) 3800±1784,4 00±0,0 850 ±600,8 2800±1354,7 00 ±0,0 150 ±139,3
G2 (controle VO) 4000±2136,6 03±7,4 894 ±466,0 2915±1668,5 27±40,9 161±178,4
G3 (0,42mg kg-1DN) 4600±4266,5 43 ±102,6 1381 ±1903,6 2961±2080,6 18 ±52,3 197±294,3
G4 (1,8mg kg-1 DN) 3300±1037,1 00±0,0 900±236,0 2302±981,0 08 ±15,5 90±61,5
G5 (4,6mg kg-1 DN) 2700±688,2 00±0,0 587 ±191,2 2053±622,8 04 ±10,6 56±48,6
G6 (10,0mg kg-1DN) 2300±718,0 00±0,0 610 ±328,1 1629 ±547,7 04 ±12,7 57±31,5

Médias nas colunas seguidas de letras diferentes são estatisticamente significativas (P<0,05) pelo teste de Tukey-Kramer. Leuc – leucócitos;
Bast – bastonetes; Neut – neutrófilos; Linf – Linfócitos; Eos – eosinófilos; Mon – monócitos; SF – solução fisiológica; VO – veículo oleoso.
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um estudo, observou-se que a administração do DN
causou uma resposta mínima na MO (SAITOH et al.,
1999). Os valores similares da viabilidade entre os
tratamentos sugerem que o andrógeno utilizado nesta
pesquisa não foi capaz de afetar a sobrevivência das
células hematopoéticas progenitoras. Esse fato deve
ser considerado relevante, principalmente em pacientes
que possuam um número reduzido de progenitores
sanguíneos, como ocorre em alguns tipos de anemias.

A análise do CD34+ por citometria de fluxo
foi realizada com o grupo controle (G1) e o grupo com
1,8mg kg-1 de DN (G4). O grande potencial de aplicação
clínica da quantificação do CD34+ indica a capacidade
de reconstituição hematopoética após o transplante
de CT em animais (NAKAGE et al., 2005). Assim, este
quadro cria a expectativa que estimulantes medulares,
como o DN, também atuem na fração mononuclear da
MO marcada com CD34+, pois ainda há carência de
pesquisas no assunto. Os valores médios relativos para
G1 foram de 0,02% (±0,009), enquanto que, para G4, de
0,03% (±0,015), não havendo diferença estatística para
ambos os grupos. Na MO, o marcador de superfície
CD34+ está em quantidade relativamente baixa,
perfazendo cerca de 1 a 2% das células mononucleares
(KRAUSE et al., 1996), com possível declínio de acordo
com a idade (SUTER et al., 2004). Assim, é possível que
animais mais jovens que os usados nesta pesquisa
apresentem um percentual discretamente maior desse
tipo celular. A expressão do CD34+ pelas CT de murinos
adultos parece refletir um estado de ativação, podendo
ser reversível (SATO et al., 1999). A ausência ou um
número reduzido de receptores androgênicos na
superfície de membrana pode influenciar a resposta
celular frente aos andrógenos (FORESTA et al., 2008).

Contudo, pelo fato de os animais deste trabalho serem
hígidos, é possível que seus receptores androgênicos
não tenham sido suficientemente estimulados, uma vez
que o medicamento possui propriedades androgênicas
menores quando comparada com a testosterona
(VIEIRA et al., 2008).

CONCLUSÃO

Conforme os resultados obtidos e nas
condições em que esta pesquisa foi desenvolvida,
pode-se concluir que o DN não influencia o
hemograma, a quantificação e a viabilidade das CM da
MO e a marcação do CD34+ em ratos wistar saudáveis.
Desse modo, há a possibilidade desse andrógeno não
se comportar como um estimulante medular em
condições fisiológicas nessa espécie. Novos estudos
deverão ser conduzidos com diferentes intervalos entre
doses e parâmetros medulares, como anemia e
imunossupressão, a fim de esclarecer melhor a ação do
medicamento, especialmente frente à fração
mononuclear da MO.
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