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Influéncia do anabolizante decanoato de nandrolona
sobre a viabilidade de células satélites musculares

em processo de diferenciacao

Effects of nandrolone decanoate on the viability of
muscle satellite cells during the dgfkrentiaz‘im process

Inﬂuencia del anabolizante decanoato de nandrolona en la
viabilidad de las células satélites musculares en el proceso de diﬁrenciacio’n
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RESUMO | Os anabolizantes sao utilizados, especialmen-
te por atletas, com o intuito de aumento da massa mus-
cular e melhora do desempenho. Este estudo objetivou
avaliar o efeito do anabolizante Deca-Durabolin® sobre a
viabilidade (proliferacao) de células satélites musculares
C2C12 induzidas a diferencia¢cdo, mimetizando o proces-
so de reparo apos lesdo. As células foram cultivadas em
Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) suplemen-
tado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e submetidas
a diferenciacdo pela adicdo de 2% de soro de cavalo e
concomitantemente incubadas com o anabolizante nas
concentracdes de 5, 10, 25 e 50 uM. Os grupos gue nao
receberam o anabolizante nem o veiculo serviram como
controle. A viabilidade (proliferacdo) foi avaliada apds um,
trés e cinco dias, utilizando o método de MTT (3-[4,5-di-
metiltriazol-2-il1-2,5 difeniltetrazdlio). Foram realizados trés
experimentos independentes, em cada condicao citada, e
0s resultados submetidos a analise estatistica com nivel
de significancia de p<s0,05% (ANOVA/Dunneb). Os resulta-
dos permitiram verificar que nao houve diferenca na via-
bilidade entre células musculares tratadas com o anaboli-
zante e induzidas a diferenciacao e as culturas controles
gue somente foram induzidas a diferenciacao, em todos
0S parametros avaliados. Em conclusao, o anabolizante

decanoato de nandrolona, nas concentracdes avaliadas,
ndo foi capaz de alterar a viabilidade de células muscula-
res C2C12 durante o processo de diferenciacao.

Anabolizantes; Atletas; Células Musculares;
Nandrolona; Proliferacao de Células; Diferenciacdo Celular.

ABSTRACT | Studies indicate that the anabolic nandro-
lone decanoate (Deca-Durabolin® can modulate cell cycle
regulation, but little is known about its effects on muscle
cells. Anabolic steroids are used, especially by athletes, to
improve muscle mass and performance in the practice of
exercises. The aim of this study was to evaluate the effect
of the anabolic Deca-Durabolin® on the proliferation of
skeletal muscle precursor cells C2C12. Cells were grown in
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), being supple-
mented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS) and subjected
to differentiation by the addition of 2% horse serum. They
were incubated with anabolic at concentrations of 5, 10,
25 and 50 puM. The groups that received no anabolic or
vehicle served as controls. The viability (proliferation) was
evaluated by the MTT method (3-[4,5-Dimethylthiazol-
2vyl1-2 5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazoly! blue) after
one, three and five days of incubation. Three independent
experiments were performed in each of the mentioned
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conditions, and the results were submitted to statistical analy-
sis with significance level of p<005 (ANOVA/Dunnett). Results
showed no difference in viability between muscle cells treated
with anabolic and the control cultures in all parameters. In conclu-
sion, nandrolone, at the used concentrations, was not able to alter
the viability of muscle C2C12 satellite cells.
Anabolic; Athletes; Muscle Cells; Nandrolone; Cell

Proliferation; Cell Differentiation.

RESUMEN | Se utilizan los anabolizantes, en particular por atle-
tas con el objetivo de aumentar la masa muscular y mejoria del
desempefio. Este estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto
del anabolizante Deca- Durabolin® sobre la viabilidad (prolifera-
cion) de las células satélites musculares C2C12 inducidas a la di-
ferenciacion, imitando el proceso de reparacion tras una lesion.
Las células fueron cultivadas en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) y sometidas a diferenciacion mediante la adicion de 2% de

INTRODUCAO

O sistema endécrino influencia o crescimento e
o desenvolvimento muscular ao longo da vida e o
excesso ou a deficiéncia hormonal podem afetar a
estrutura e a func¢do muscular’. Diversos estudos
realizados em animais demonstram que os andré-
genos apresentam efeitos positivos sobre o aumento
da massa e for¢a muscular através dos Receptores
Androgénicos (RA)? e na determina¢io da massa
corporal magra®.

Dessa forma, os Esteroides Anabélicos Androgénicos
(EAA) sio utilizados em grandes quantidades por atle-
tas das mais diversas modalidades desportivas, com o
intuito de melhorar a massa muscular e o desempenho®.
O uso prolongado® de tal substincia muitas vezes leva
a consequéncias negativas a saide, como alteragio na
reprodugdo, na func¢io enddcrina hepitica e também
sobre as caracteristicas musculo-esqueléticas®.

O decanoato de nandrolona, um derivado da testoste-
rona, estd entre os EAA mais consumidos, de acordo com
o National Institute on Drug Abuse (NIDA), devido ao seu
moderado potencial androgénico associado as boas pro-
priedades anabdlicas. A nandrolona sofre a agio da enzi-
ma 5 o-redutase e produz um metabélito que tem baixa
afinidade pelo receptor, fazendo a prépria nandrolona
interagir com os receptores para esteroides, produzin-
do respostas anabdlicas relativamente maiores®. Alguns
estudos apontam que o decanoato de nandrolona pode
modular a regula¢do do ciclo celular e, assim, alterar a

suero de caballo y, simultaneamente, incubadas con el anaboli-
zante en las concentraciones de 5,10, 25 y 50 uM. En los gru-
poS que no recibieron el anabolizante, ni el vehiculo sirvido como
controle . La viabilidad (proliferacion) se evalud después de uno,
tres y cinco dias, utilizando el método de MTT (3 - [4,5 - dimetiltria-
zol - 2 - il ] -25 difeniltetrazolio) . Se realizaron tres experimentos
independientes, en cada condicion citada, y los resultados some-
tidos al analisis estadistico con nivel de significacion de p<s005
% (ANOVA/Dunnett). Los resultados permitieron verificar que no
hubo diferencia en la viabilidad entre células musculares trata-
das con anabolizante e inducidas a diferenciacion y culturas de
controles que solo fueron inducidas a diferenciacion en todos los
parametros evaluados. En conclusion, el anabolizante decanoato
de nandrolona, en las concentraciones evaluadas, no fue capaz
de alterar la viabilidad de células musculares C2C12 durante el
proceso de diferenciacion.
Anabolizantes; Atletas; Células Musculares;

Nandrolona; Proliferacion de la Célula; Diferenciacion Celular.

massa muscular, mas os processos intramusculares ainda
nio estio bem esclarecidos”®.

O musculo esquelético possui a capacidade de res-
ponder a diversos estimulos, levando a um conjunto de
adaptagdes metabdlicas e morfolégicas. Essa excelente
capacidade de regenera¢do muscular ¢ atribuida a pre-
senga de células precursoras miogénicas chamadas de
Células Satélites (CS) que sdo afetadas por viérios ele-
mentos, como estimula¢io mecinica, envelhecimento e
também os fatores endécrinos’.

Sabe-se que as CS, numa situagio de lesdo, sio ati-
vadas e passam a ser denominadas mioblastos. Estes se
proliferam, diferenciam e se fundem, gerando miotubos
que se unem a uma fibra preexistente ou formam uma
nova fibra muscular funcional'®*2. Para isso, um conjun-
to complexo de respostas celulares é ativado, resultando
em uma regeneracio adequada do tecido lesionado e em
um musculo bem inervado, vascularizado e com aparelho
contritil integro®. Portanto, o processo de reparo muscu-
lar j4 estd bem descrito na literatura, mas a sua associag¢io
ao uso de anabolizante ainda nio estd muito clara.

Assim, em virtude da alta incidéncia de lesdes em
atletas, ¢ imprescindivel o conhecimento dos efeitos e
consequéncias da utiliza¢do de anabolizantes durante o
processo de reparo, ja que seu uso é frequente para a me-
lhora do desempenho esportivo. Dessa forma, este estu-
do avaliou, in vitro, o efeito do anabolizante Decanoato
de Nadrolona (Deca-Durabolin®), em diferentes con-
centracoes, sobre a viabilidade de células satélites mus-
culares em processo de diferenciagio.
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METODOLOGIA
Cultura celular

A linhagem celular C2C12 utilizada no presente tra-
balho é um subclone da linhagem celular de mioblas-
tos C2, células derivadas de CS de camundongos adul-
tos, e apresenta a maioria das caracteristicas de células
musculares normais'*'. As células foram cultivadas
no Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
(Cultilab, Campinas, SP, Brasil) contendo 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e
1% antibiético solu¢do antimicética (Cultilab) e man-
tidas em estufa 37°C, numa atmosfera imida contendo
5% de CO, O monitoramento do crescimento celular
foi feito a cada 24 horas e, quando a monocamada ce-
lular se tornava subconfluente para a perpetuagio da
linhagem celular, foi realizado o subcultivo com lava-
gem tampdo PBS1X (NaCl 140 mM; KCI 2,5 mM,;
Na HPO, 8 mM; KH PO 1,4 mM; pH 7,4) e solucio
de tripsina. As células foram centrifugadas a 1.200 rpm
e posteriormente ressuspensas em 1 mL. de DMEM.
A viabilidade das células foi avaliada por contagem com
corante vital azul de Trypan (0,4%) e foram utilizadas nos
experimentos as células com viabilidade maior que 95%.
Para inducio da diferenciagio, as células foram man-
tidas em DMEM contendo 2% de soro de cavalo®.

Ensaio de viabilidade (proliferacao) celular (MTT)

A viabilidade (proliferagio) celular foi avaliada apds
um, trés e cinco dias da incubag¢io com o decanoato de
nandrolona Deca-Durabolin® (Organon, Brasil) nas
concentragdes finais de 5, 10, 25 e 50 uM (Organon,
Brasil) ou do veiculo da droga (1,5:1 — dlcool benzilico/
6leo de amendoim), adicionado em diferentes quan-
tidades de acordo com as concentragdes utilizadas do
anabolizante (veiculo 5,10, 25 e 50 uM, respectivamen-
te). Concomitantemente ao tratamento com o anaboli-
zante, foi adicionado 2% de soro de cavalo (Invitrogen,
Brasil) ao meio de cultura para indugio de diferenciagio
das células musculares’.

A metodologia utilizada para avaliagio da viabilidade
celular se baseia na habilidade da enzima mitocondrial
desidrogenase, encontrada somente em células vidveis,
em clivar os anéis de tetrazélio do MTT (3-[4,5-di-
metiltriazol-2-il]-2,5 difeniltetrazélio)'®'’, formando
cristais azuis-escuros de formazana, os quais sdo imper-
medveis as membranas celulares, ficando entdo retidos
no interior das células vidveis. A posterior lise celular
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faz com que estes sais de formazana sejam liberados.
O ntmero de células vidveis é diretamente proporcional
ao nivel de cristais de azul de formazana formados.

Foram utilizadas para este ensaio 1x10° células/pogo
adicionadas a placas de cultura de fundo chato de 96
pogos, estéreis (Costar) e incubadas a 37°C e 5% CO,
durante os diferentes periodos de incubagdo avaliados.
Ao término do periodo de incubagio, foi feita a lavagem
dos pogos com PBS1X (NaCl 140 mM; KCI 2,5 mM,;
Na,HPO,8 mM; KH,PO 1,4 mM; pH 7,4), para remo-
¢do das células mortas, adicionado o MTT (0,5 pg/mL)
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5,-diphenyltetrazo-
lium bromide) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e
realizada a incubagio das células por 4 horas a 37°C e
5%CO,. Em seguida, foi adicionado isopropanol para
solubilizar os cristais formados. Por fim, foi realizada a
leitura da absorbéncia a 620 nm com o auxilio de um lei-
tor de placas (Anthos 2020, Anthos Labtec Instruments,
Wals, Austria). Todos os experimentos foram repetidos
trés vezes, de forma independente, e cada amostra foi
analisada em quadruplicata.

Analise estatistica

As comparagdes entre os grupos foram feitas utilizando
a andlise de varidncia (ANOVA). O teste de Dunnett
foi utilizado para determinar diferencas significati-
vas entre os grupos experimentais e o grupo controle.
Valores de p=0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Os dados foram analisados por meio do
programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

RESULTADOS

Os resultados permitiram verificar que nio houve dife-
renga significativa na viabilidade e proliferagdo celular,
avaliada pelo método MTT, entre as células muscula-
res tratadas com o anabolizante e as células controle
(Figura 1) em todos os periodos avaliados. Os resulta-
dos para o veiculo foram semelhantes ao controle (dados
nio mostrados).

Os resultados também evidenciaram que houve um
aumento na viabilidade (proliferagio) celular apés trés
e cinco dias, quando comparada ao periodo de um dia,
e que ndo houve aumento na viabilidade (proliferagio)
entre os grupos cinco e trés dias, confirmando a dife-
renciagio celular nesse periodo (Figura 1).
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Figura 1. Avaliacao in vitro da viabilidade (proliferacdo) celular das células
musculares satélites tratadas com o anabolizante decanoato de nandro-
lona em diferentes concentraces e submetidas a indu¢do do processo
de diferenciacdo

DISCUSSAO

Estudos in vivo demonstram que os efeitos do de-
canoato de nandrolona foram dependentes da mus-
culatura avaliada, tempo de tratamento, dose e asso-
ciagdo ou ndo com exercicios, sendo todos capazes

8,20722’ al_

de promover o aumento da massa muscular
teragdo do ciclo celular’, densidade mineral 6ssea®,
crescimento Gsseo?, sendo que os RA tém grande

influéncia nestes efeitos®?,

questionando se ha
interferéncia do decanoato de nandrolona na via-
bilidade (prolifera¢io) das células musculares e
reparo muscular.

Em resposta 2 EAA, hi um aumento de cilcio
(Ca*) intracelular que ocorre em uma diversidade
de tipos celulares, incluindo osteoblastos, plaquetas,
células musculares, midcitos cardiacos e neurdnios.
Nas células cardiacas, por exemplo, a testosterona
promove a hipertrofia cardiaca; ji nos neurénios,
dependendo da concentragio, a testosterona pode
causar apoptose neuronal®.

Kamanga-Sollo e¢# al.?’ estudaram a cultura de
Células Satélites Bovinas (CSB) tratadas com an-
drégenos e observaram que o tratamento das cul-
turas de CSB aumentou a expressio de mRNA de
IGF-I e a proliferagio, estabelecendo que os es-
teroides tém efeitos anabdlicos diretos. Sculthorp
et al.*® investigaram a expressido de IGF-1 e mRNA
IGF-1 e verificaram que a testosterona causou um
aumento concomitante no IGF-1 mRNA, susten-
tando o IGF-1 como um mediador central nas vias

celulares associadas a hipertrofia muscular, o que
mostra uma rela¢io dos androgénios com cres-
cimento e diferenciacio muscular. Contudo, nos
presentes achados, o decanoato de nandrolona nio
alterou a proliferacdo de células musculares em pro-
cesso de diferenciagio.

Diel ez al' evidenciaram que os mecanismos
fundamentais de diferencia¢do sio modulados pelos
andrégenos e que eles estimulam a proliferacio de
células C2C12, aceleram o processo de diferencia-
¢do para miotubos e estimulam a expressdo da mios-
tatina em células ndo diferenciadas e diferenciadas.
No entanto, eles utilizaram indu¢do da diferencia-
¢do com 3% de soro de cavalo e outro tipo de ana-
bolizante, o dihidrotestosterona (DHT), avaliando
a atividade de CK e a proliferacio apds um, trés e
6 dias, o que difere do presente estudo e dificulta a
comparagio dos resultados.

Nogueira ez a/.* avaliaram o efeito do decanoa-
to de nandrolona sobre osteoblastos apés irradiagio
com laser de baixa poténcia e evidenciaram uma
redugio na viabilidade (prolifera¢io) nas concen-
tragcoes de 10, 25 e 50 pM e aumento na adesio
ap6s 60 minutos nas contragdes de 5, 10 e 25 pM;
entretanto, o efeito combinado dessas terapias e o
tipo celular diferentes nio permite a comparagio
direta com os achados deste estudo, mas eviden-
ciam o papel de regulacdo desse esteroide sobre a
proliferagio celular.

CONCLUSAO

O anabolizante esteroide decanoato de nandrolo-
na (Deca-Durabolin®), nas concentragées utiliza-
das, nio foi capaz de alterar a viabilidade das células
musculares durante o processo de diferenciagio in
vitro. Novos estudos sdo necessdrios para o melhor
entendimento de outros possiveis efeitos do anaboli-
zante esteroide decanoato de nandrolona sobre essas
células como, por exemplo, na regulagio de fatores
regulatérios miogénicos envolvidos no processo de
proliferacido e diferencia¢do. Estes conhecimentos
poderio auxiliar no entendimento de como anaboli-
zantes podem influenciar o processo de reparo mus-
cular, especialmente no que se refere a individuos que
fazem uso desse tipo de substancia.
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