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RESUMO

Introducao: Os esteroides anabdlicos androgénicos sao usados por pessoas que desejam aumentar sua
massa muscular para obter um melhor desempenho nos esportes ou melhorar a aparéncia fisica. Os EAA sao
derivados sintéticos da testosterona, capazes de promover a hipertrofia das fibras musculares, aumentando a
sintese proteica intracelular. A L-carnitina € um suplemento alimentar empregado para aumentar a producdo
energética por meio da oxidagao de 4cidos graxos. Embora haja trabalhos mostrando as propriedades fisiol6-
gicas dessas drogas, hd poucos estudos sobre o potencial mutagénico das mesmas. Objetivos: Este trabalho
avaliou a clastogenicidade e genotoxicidade do decanoato de nandrolona, decanoato de testosterona e da
L-carnitina, em diferentes tratamentos, através do teste do micronucleo em eritrécitos policromaticos de
ratos Wistar. Métodos: Os animais foram submetidos a diferentes concentracdes e associagdes de EAA. O
controle positivo recebeu ciclofosfamida 50 mg/kg através de injecao intraperitoneal e o controle negativo,
1 ml de soro fisiolégico por gavagem. Os ratos foram sacrificados apds 36 horas da Ultima aplicacdo, tendo
seus fémures removidos e a medula dssea extraida. O material foi homogeneizado e centrifugado. O botdo
de células foi pipetado e transferido para as laminas, que foram coradas com Giemsa. Foram contados 1.000
eritrocitos policromdticos por animal, observando a frequéncia de micronucleos. Resultados: Foi realizado o
teste de Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de 5%, que demostrou que o decanoato de nandrolona —
trés doses de 0,2 mg/kg e 0,6 mg/kg, oito doses de 7,5 mg/kg, L-carnitina — sete doses de 0,4 ml/250g e 1,5
ml/250g, decanoato de testosterona — 28 doses de 0,075 mg/kg, decanoato de nandrolona - oito doses de
7,5 mg/kg associado a L-carnitina 1 ml e decanoato de nandrolona - oito doses de 7,5 mg/kg associado a
decanoato de testosterona — oito doses de 7,5 mg/kg apresentaram potencial mutagénico. Conclusao: Os
tratamentos revelaram-se clastogénicos, ndo sendo indicado como recurso ergogénico.

Palavras-chave: anabolizantes, suplementos dietéticos, acetilcarnitina, genotoxicidade.

ABSTRACT

Introduction: Anabolic androgenic steroids (AAS) are frequently used by people whose aim to increase muscle
mass to obtain a better performance in sports or improve physical appearance. AAS are synthetic derivatives of
testosterone, able to promote muscle fibers hypertrophy, increasing intracellular protein synthesis. [-carnitine is a
food supplement used to increase energetic production by means of fat acids oxidation. Although there are several
works about physiological properties of these drugs, there are few studies about their mutagenic potential. Objectives:
This work evaluated the clastogenicity and genotoxicity of nandrolone decanoate, testosterone decanoate and
L-carnitine, in different treatments through the micronucleus test in polychromatic erythrocytes of Wistar rats.
Methods: The animals were submitted to different concentrations and associations of AAS. The positive control
received cyclophosphamide 50 mg/kg by intraperitoneal injection and negative control, one ml of saline solution
by gavage. The rats were sacrificed after 36 hours of latest application, having the femurs removed and the bone
marrow extracted. Material was homogenized and centrifuged. Button cell was pipetted and transferred to slides,
which were stained by Giemsa. 1,000 polychromatic erythrocytes were counted per animal, noting the frequency
of micronuclei. Results: The Kruskal-Wallis test was performed, with a significance level of 5%, which demonstrated
that nandrolone decanoate — three doses of 0,2 mg/kg and 0,6 mg/kg, eight doses of 7,5 mg/kg, L-carnitine — seven
doses of 0,4 ml/250 g and 1,5 ml/250 g, testosterone decanoate — 28 doses of 0,075 mg/kg, nandrolone decanoate
— eight doses of 7,5 mg/kg associated to [-carnitine and 1 mL and nandrolone decanoate - eight doses of 7,5 mg/
kg associated to testosterone decanoate — eight doses of 7,5 mg/kg, showed mutagenic potential. Conclusion: The
treatments proved to be clastogenic, not being indicated like ergogenic aid.

Keywords: anabolic agents, dietary supplements, acetylcarnitine, genotoxicity.
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RESUMEM

Introduccidn: Los esteroides anabdlicos androgénicos son usados por personas que quieren aumentar su masa muscular
a fin de obtener un mejor desempero en los deportes o para mejorar la apariencia fisica. Los EAA son derivados sintéticos de
la testosterona, que pueden causar la hipertrofia de las fibras musculares, aumentando la sintesis proteica intracelular. La
L-carnitina es un suplemento alimenticio utilizado para hacer crecer la produccién energética por mediio de la oxidacion de
dcidos grasos. Aunque hay trabajos que muestran las propiedades fisioldgicas de esos medicamentos, hay pocos estudios
sobre el potencial mutagénico de estos. Objetivos: Este trabajo evalud la clastogenicidad y la genotoxicidad del decanoato de
nandrolona, decanoato de testosterona y de la [-carniting, en diversos tratamientos, mediante la prueba del micronticleo en
eritrocitos policromditicos de ratones Wistar. Métodos: Los animales fueron sometidos a diferentes concentraciones y asocia-
ciones de EAA. El control positivo recibi ciclofostamida 50 mg/kg a través de inyeccion intraperitoneal, y el control negativo
1 ml de suero fisiolégico por gavaje. Los ratones fueron sacrificados después de 36 horas de la ltima aplicacion, teniendo
sus fémures removidos y la médula dsea extraida. El material fue homogeneizado y centrifugado. El botén de células fue
tomado con pipetas y transferido para las Idminas, a las cuales se les dio color con Giemsa. Fueron contados 1.000 eritrocitos
policromdticos por animal, observdndose la frecuencia de microndicleos. Resultados: Se realizé la prueba de Kruskal-Wallis,
con nivel de significancia de 5%, la cual demostré que el decanoato de nandrolona - tres dosis de 0,2 mg/kg y 0,6 mg/kg,
ocho dosis de 7,5 mg/kg, L-carnitina - siete dosis de 0,4 mi/250g y 1,5 ml/250g, decanoato de testosterona - 28 dosis de 0,075
mg/kg, decanoato de nandrolona - ocho dosis de 7,5 mg/kg asociado a L-carnitina 1 mly decanoato de nandrolona - ocho
dosis de 7,5 mg/kg vinculado al decanoato de testosterona — ocho dosis de 7,5 mg/kg, presentaron potencial mutagénico.

Conclusion: Los tratamientos se revelaron como siendo clastogénicos, no indicdndose como recurso ergogénico.

Palabras clave: anabolizantes, suplementos dietéticos, acetilcarnitina, genotoxicidad.

INTRODUCAO

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) sao derivados sintéti-
cos do horménio testosterona, sendo agentes farmacolégicos frequen-
temente empregados como recursos ergogénicos, agindo da mesma
forma que os androgénicos. Os EAA sdo usados para promover aumento
da massa muscular, com o objetivo de obter um melhor desempenho
nos esportes e melhorar a aparéncia fisica'. Entretanto, as propriedades
androgénicas sao responsaveis por diversos efeitos colaterais?.

O efeito anabdlico é resultado da propriedade da testosterona em
promover a hipertrofia das fibras musculares, devido ao aumento da
sintese proteica intracelular, levando a um aumento da massa muscu-
lar. Os esteroides sintéticos promovem o aumento da contratilidade
muscular e 0 aumento do volume celular dos midcitos através dos
seguintes mecanismos: promogdo da estocagem de fésforo-creatina,
acumulo de glicogénio, favorecimento da recaptacdo de aminoacidos
e blogqueio do cortisol®. Por outro lado, os efeitos da testosterona po-
dem levar ao desenvolvimento de caracteristicas sexuais masculinas
secundarias como crescimento do escroto e do pénis, surgimento de
pelos pubicos, axilares e faciais, desenvolvimento da laringe, tornando
as cordas vocais mais grossas, resultando em voz com timbre baixo,
aumento da atividade das glandulas sebdceas, espessamento da pele
e alteragdes psicologicas®®.

Os EAA séo frequentemente utilizados em combinacédo com pro-
gramas de treinamento e ingestdo de protefnas, a fim de melhorar o
desempenho em esportes que demandam forca e velocidade®. Os EAA
estao, também, associados ao consumo abusivo de alcool, morfina e
outras substancias ativas. Nos Estados Unidos e Canada, um a cada
cinco adolescentes faz uso de EAA”S,

Entretanto, o uso de EAA na adolescéncia pode impedir o desenvolvi-
mento 6sseo, causando deformacdo morfofisioldgica no coracao, figado
e rins, podendo até mesmo levar ao 6bito®'°, Os EAA também promovem
aumento dos niveis de colesterol e triglicérides, provocando intoxicagéo
hepética, dependéncia do esteroide sintético. O uso destes EAA esté as-
sociado ao aumento da incidéncia de cancer hepatico e hematoldgico'.

Os EAA representam um grande nimero de substancias lipofilicas
que tém a estrutura basica do colesterol, molécula precursora de todos
os esteroides. Este grupo de substancias inclui estrodgenos, corticosteroi-
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des, progesterona, mineralocorticoides e andrégenos''3. Os esteroides
variam em estrutura, nimero, posicado de grupos funcionais, cadeias
laterais ligadas ao nucleo e outras caracteristicas quimicas'>'.

A partir da molécula de testosterona natural, sao sintetizadas ou-
tras substancias, resultando em um grupo de drogas denominadas de
esteroides anabdlicos androgénicos'*'>.

Os hormonios esteroidais apresentam quatro mecanismos basi-
cos de acdo: aumento da sintese proteica da musculatura esqueléti-
ca, reducdo do processo catabolico, atuacdo sob o sistema nervoso
central e efeito placebo'®!”. Um dos EAA mais usados atualmente é o
Durateston®, sendo facilmente encontrado no mercado.

O Durateston® é um EAA injetavel, comercializado em ampolas
contendo 250 mg/ml, produzido no Brasil pela Organon, contendo 30
mg de propionato de testosterona, 60 mg de fenilpropionato de tes-
tosterona, 60 mg de isocaproato de testosterona, 100 mg de caproato
de testosterona e 1 ml de éleo de amendoim.

Atualmente, suplementos alimentares e esteroides anabdlicos séo
muito utilizados por praticantes de atividades fisicas de diversas mo-
dalidades'®?* embora os anabdlicos sejam ilegais, eles sao utilizados
de forma abusiva por muitos esportistas. Hd uma nova tendéncia no
uso de suplementos alimentares como alternativa legal para promover
a ativacdo do metabolismo anabdlico®. Entre estes suplementos, a
L-carnitina é o mais empregado.

A carnitina (L-trimetil-3-hidroxiamoniobutanoato) € uma amina
quaterndria com fun¢do de gerar energia a célula porque age na
reacdo de transferéncia da cadeia longa de 4cidos graxos do citosol
para a mitocdndria, facilitando a oxidagdo e a geracao de adenosina
trifosfato (ATP)2627,

A L-carnitina é produzida pela farmacéutica Midway International
Labs Ltd, sendo constituida de L-carnitina associada a vitamina B5%.
Além disso, a L-carnitina promove o aumento dos niveis de HDL, que
pode auxiliar na diminuicdo da pressao arterial?® e tem sido empregada
em pacientes portadores de doencas cardiovasculares devido a promo-
¢do dos mecanismos de contratilidade das células musculares cardiacas
e da regulacéo da niveis de ésteres de acetil-CoA no miocardio?.

O teste do microntcleo em eritrécitos policromaticos foi desenvolvido
por Schimid et al3® e modificado por Hedle et al, tendo sido usado pela
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primeira vez em eritrécitos da medula éssea de camundongos™®. Este teste
é preconizado por agéncias internacionais e instituicbes governamentais,
como parte dos testes de avaliagcdo de novos produtos quimicos ou farma-
cos que entram no mercado™®. O teste do microntcleo consiste em uma
importante técnica citogenética ndo invasiva que permite detectar muta-
cOes cromossdmicas que sdo a chave para 0s eventos carcinogénicos®'2,

O teste pode ser usado em ecogenotoxicidade?®, investigacao de
danos ao DNA®', quebras cromossdmicas ou interferéncia no fuso mité-
tico e modificacdes equitativas da distribuicdo cromossémica durante
a diviséo celular®.

O termo micronucleo foi sugerido por Boller et al. em 1970%, desig-
nando corpos cromaticos com diametro menor que 1/3 do diametro
do nucleo celular®, produzidos ao longo da anéfase devido aos defei-
tos nos centrémeros ou fragmentos cromossdmicos ou Cromossomos
inteiros perdidos em funcdo de danos recentemente induzidos®'.

METODOS

Foram utilizados ratos Wistar, com 12 semanas, provenientes do
Biotério Central da UNESP — campus de Botucatu. Os ratos foram man-
tidos no Biotério da UNESP — FCL sob as condi¢des padrdo (ciclo claro/
escuro de 12:12 horas, temperatura de 22°C + 2°C, luminosidade de
150 lux, dgua e ragdo sélida ad libitum). Os ratos foram divididos nos
grupos controle positivo, negativo e experimentais. O grupo controle
positivo foi tratado com ciclofosfamida (CAS 50-18-0) 50 mg/kg, lote
108H0568, da Sigma-Aldrich® (St. Luis, MO, EUA), tendo recebido a
droga por meio de injecéo intraperitoneal. O grupo controle negativo
foi tratado com 1 ml de soro fisiolégico por meio de gavagem e 0s
grupos experimentais receberam os tratamentos mostrados na tabela 1.

Os ratos foram sacrificados ap6s 36 horas da Ultima gavagem. Os
fémures foram removidos e a medula ¢ssea foi extraida injetando-se
1 ml de soro bovino fetal (Cultilab®, Campinas, SP, Brasil) com o auxilio
de uma seringa com agulha. O material obtido foi homogeneizado
com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e centrifugado a 1.500 RPM
em centrifuga da maraca Fanem®, modelo 206BL (Guarulhos, SP), por
cinco minutos. Apds a centrifugacéo, o botdo de células foi colhido e o
sobrenadante foi descartado. O material foi transferido para as laminas,
previamente limpas com alcool 70°, as quais foram levadas a uma estufa
Fanem®, modelo 002C13 (Guarulhos, SP, Brasil) por duas horas para a

Tabela 1. Substancia administrada por tratamento.

Tratamento Substancia utilizada/dose administrada

Decanoato de nandrolona — dose Unica de 0,2 mg/250 g

Decanoato de nandrolona — dose Unica de 0,6 mg/250g

Decanoato de nandrolona — trés doses de 0,2 mg/250g

Decanoato de nandrolona — trés doses de 0,6 mg/250g

Decanoato de nandrolona - oito doses de 7,5 mg/kg

Decanoato de testosterona — 28 doses de 0,075 mg/kg

L-carnitina — sete doses de 0,4 ml/250g

L-carnitina — sete doses de 1,5 ml/250g

O |0 |IN ||| jw (N

L-carnitina — 28 doses de 1 ml

Ciclofosfamida — dose Unica de 50 mg/kg
(controle positivo, grupos 1 ao 9)

o

Solugéo fisiolégica — dose Unica de 1 ml
(controle negativo, grupos 1 ao 9)

Decanoato de nandrolona - oito doses de 7,5 mg/kg associado a
12 Decanoato de testosterona - oito doses de 7,5 mg/kg, com
intervalo de sete dias entre as aplicacbes

Decanoato de nandrolona - oito doses de 7,5 mg/kg associadas

3 a L-carnitina — 1 ml, com intervalo de sete dias
14 Decanoato de testosterona — 28 doses de 0,075 mg/kg associadas
a L-carnitina - 1 ml, com intervalo de 24 horas
Ciclofosfamida — dose Unica de 50 mg/kg
15 "
(controle positivo, grupos 12 ao 14)
16 Solugo fisiolégica — dose Unica de 1 ml

(controle negativo, grupos 12 ao 14)

450

secagem do material. O material foi fixado em etanol 100% por cinco
minutos e, apos a secagem, foi corado de com azul-eosina metileno
(Giemsa) de acordo com as seguintes etapas: trés minutos em Giemsa
absoluto, lavagem em dgua destilada, um minuto em solucdo de 1:5
Giemsa-tampao fosfato pH 6,0 e lavagem em xilol.

As laminas foram montadas e analisadas no microscopio 6ptico
binocular Olympus® Cx41 (Center Valley, PA, EUA), tendo sido contada
a frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN)
a cada 2.000 eritrécitos policromaticos por animal, de acordo com o
protocolo padronizado para o teste.

A anélise estatistica foi realizada por meio de uma anélise de va-
riancia ndo paramétrica, através do teste de Kruskal-Wallis, seguido
do teste post hoc de Dunn, ambos com nivel de significancia de 5%,
através do software Statistic versao 7.0.

RESULTADOS

A fim de comparar a frequéncia de EPCMN entre os tratamentos, foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis (tabela 2). O teste mostrou haver dife-
renca estatistica entre os protocolos (H = 131,048 e p = 0,000) (tabela 3).

Tabela 2. Frequéncia de eritrécitos policrométicos micronucleados (EPCMN) obser-
vada por animal, sequido do nimero total de EPCMNF por protocolo.

Protocolo | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | Total
1 04 [ 02103103 |]05]02]06 1 03]04]05 37
2 20 | 13 [ 21 | 24 [ 22 | 25 |18 [ 23 | 22 | 24 212
3 60 | 61 | 52 | 68 | 62 | 56 [ 63 | 62 [ 72 | 65 621
4 102 | 110 [ 108 | 128 1 126 [ 131 | 112 | 115|121 [ 136 | 1189
5 08 | 08 | 05 | 05| 08|03 [08] 07 [06]07 65
6 19 1 09 [ 10| 06 [ 05| 08|08 [07] 09|08 89
7 06 | 06 | 08 | 05 | 07 | 06 | 06 | 09 | 05 | 07 65
8 13108 109 [05[06 )09 |05]07]05]|06 73
9 05 [ 0404 [03]01 [02[03]02]02]01 27
10 20 1 22 [ 29 | 26 | 31 | 42 | 40 | 38 | 45 | 48 343
11 00 [ 02 | O1 03 [ 02]05]|03]]02]02] 03 23
12 04 [ 02 103 [03]05]02[06]03][04]05 72
13 20 | 13 | 21 24 1 22 [ 25 | 18 | 23 | 22 | 24 93
14 60 | 61 52 | 68 | 62 | 56 | 63 | 62 | 72 | 65 82
15 102 [ 1101108 | 128 [ 126 [ 131 | 112 [ 115 [ 1211136 65
16 08 | 08 | 05 | 05 | 08 | 03 |08 |07 ]06]07 32

Tabela 3. Comparacéo da frequéncia de EPCMN por protocolo através do teste
post hoc de Dunn.

Tratamento Mediana Desvio interquartilico
4 118 a* 17,00
3 62 a 4,25
10 345a 14,75
2 22 ab 3,50
13 8 bc 3,75
6 8 bc 1,75
14 75¢ 5,00
8 6,5 ¢ 3,50
12 /cC 3,75
5 7cd 2,75
7 6cd 1,00
15 6,5 ce 4,00
1 3,5 df 1,75
16 3ef 0,75
9 25f 1,75
11 2 f 1,00

*letras iguais indicam ndo haver diferenca estatistica (p < 0,05).

DISCUSSAO

Embora o uso dos EAA seja frequente, hd poucos estudos envolven-
do a avaliacdo do potencial clastogénico e genotodxico dessas drogas,
fazendo deste um importante estudo, pois permite avaliar a seguranca
dessas drogas quanto a eventuais danos a molécula de DNA, os quais
sdo a chave para carcinogénese?!.
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De acordo com a tabela 2, é possivel afirmar que os tratamentos 3, 4
e 10 (decanoato de nandrolona — trés doses de 0,2 mg/250 g, decanoato
de nandrolona - trés doses de 0,6 mg/250 g e ciclofosfamida 50 mg/kg,
respectivamente) nao apresentaram diferencas estatisticas significativas
quanto a frequéncia de EPCMN, embora tenham apresentado a maior
frequéncia de micronucleos. Estes dados apontam para um potencial
efeito mutagénico conferido pelos tratamentos. Em relacdo ao potencial
clastogénico e genotdxico conferido pela ciclofosfamida, tratamento 10,
este estd em conformidade com o esperado, haja vista que a droga foi
utilizada como controle positivo das condigdes experimentais. Os dados
estdo, também, em conformidade com o estudo envolvendo o deca-
noato de nandrolona 7,5 mg/kg em ratos Wistar durante oito semanas,
que demostrou o potencial mutagénico da droga® bem como desta
associada ao suplemento alimentar L-carnitina®.

Este resultado permite pontuar os tratamentos 3 e 4 como
inapropriados como recursos ergogénicos, pois podem resultar em
danos ao DNA, os quais podem levar a um processo carcinogénico®®?!,
demostrando a relagao entre o uso dos EAA e a incidéncia de cancer
hepatico e hematopoiético'.

De acordo com o teste post hoc de Dunn, os tratamentos 9 e 11
(L-carnitina — 28 doses de 1 ml e solucdo fisiolégica — dose Unica de
1 ml, respectivamente) mostraram nao haver diferenca estatistica
entre eles quanto a frequéncia de EPCMN, bem como néo eviden-
ciando efeitos clastogénicos e/ou genotdxicos. Este resultado estd em
consonancia com o esperado para o tratamento 11, haja vista que
o soro fisiolégico foi usado como controle negativo das condicdes.

Com base nestes resultados, é possivel assegurar que a [-Carnitine
Way 1750 - 28 doses de 1 ml ndo provocou danos ao DNA. Entretanto,
0s tratamentos com L-carnitina — sete doses de 0,4 ml/250 g e L-carnitina
- sete doses de 1,5 ml/250 g (tratamentos 7 e 8, respectivamente) reve-
laram clastogenicidade e genotoxicidade. Estes dados permitem colocar
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o suplemento alimentar como ndo recomendado para o0 aumento da
producdo de energia, que se da por meio da oxidagdo de acidos graxos?.
Os tratamentos 5, 6, 12, 13 e 15 também demostraram potencial muta-
génico, fazendo dessas drogas substancias inapropriadas como recursos
ergogénicos, pois demostraram provocar danos ao material genético.
Os dados evidenciaram a frequéncia mais elevada de eritrécitos
policrométicos micronucleados nos tratamentos com decanoato de
nandrolona - trés doses de 0,6 mg/250 g e decanoato de nandrolona
—trés doses de 0,2 mg/kg. Estas informacdes implicam em um elevado
risco mutagénico apresentado por esses tratamentos, permitindo pon-
tud-los como inapropriados para 0 ConsuUMo COMO recurso ergogénico.

CONCLUSAO

Este estudo demostrou que o decanoato de nandrolona, nos trata-
mentos de trés doses de 0,2 mg/250g e 0,6 mg/250g, oito doses de 7,5
mg/Kg e oito doses de 7,5 mg/Kg associado a 1 ml de L-carnitina em
intervalos de sete dias, bem como o decanoato de testosterona em 28
doses de 0,075 mg/Kg apresentaram acado clastogénica. Resultados seme-
Ihantes foram observados no tratamento com o suplemento alimentar
L[-Carnitine Way 1750, em sete doses de 0,4 ml/250g e 1,5 ml/250g, 0 que
permite concluir que os tais tratamentos promovem danos ao DNA, re-
sultando em instabilidade gendmica, podendo levar ao desenvolvimento
de canceres, contribuindo para o aumento da incidéncia de neoplasias
hepdticas e hematoldgicas, associadas ao uso desses esteroides sintéti-
cos, tornando esta uma importante preocupacdo de salde, ja que um
a cada cinco adolescentes nos Estados Unidos e Canada faz uso deste
tipo de substancia como recurso ergogénico.
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