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Resumo

Introdugdo: Esteroides anabolizantes sdo substancias sintéticas derivadas da testosterona usadas no tratamento de
varias doencas humanas. O uso indiscriminado dessas substancias para hipertrofia muscular por individuos saudaveis
tem se tornado um problema de salde publica. O decanoato de nandrolona se destaca pelo uso sem fins terapéuticos.
Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do decanoato de nandrolona em dose terapéutica em ratas
prenhes e os reflexos do tratamento em seus fetos. Material e Método: 20 ratas foram distribuidas em dois grupos de
10, controle (GC) - recebeu dleo de milho e tratado (GT) — recebeu esteroide, administrados por via intraperitonial. No
210 dia de prenhez cesarianas foram realizadas. Nos fetos, foram analisados peso da ninhada, reabsor¢bes e presenca
de malformagGes. As ratas foram avaliadas quanto ao peso gestacional, consumo alimentar e hidrico, concentracoes
séricas de colesterol, triglicérides, glicose, AST e ALT. Resultados: O peso corporal, consumo alimentar e hidrico ndo
diferiram entre os dois grupos. Aumentos estatisticamente significantes nos niveis plasmaticos de AST (p=0,0014) e ALT
(P=0,0045) foram observados nas ratas do GT. Nos fetos do GT, o peso da ninhada foi menor (p=0,002), o nimero de
reabsor¢des foi maior (p=0,049) e a proporgao de fetos malformados foi maior (p=0,0023). Conclusdo: Os resultados
sugerem que o decanoato de nandrolona, mesmo em doses terapéuticas, pode interferir no desenvolvimento fetal em
ratos, resultando em malformacOes variadas.
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Abstract

Introduction: Anabolic steroids are synthetic substances derived from testosterone used in the treatment of various human
diseases. The indiscriminate use of these substances for muscle hypertrophy by healthy individuals has become a public health
problem. Nandrolone decanoate stands out for its therapeutic use. Objective: The objective of this study was to evaluate the
effects of nandrolone decanoate in therapeutic dose in pregnant rats and the treatment reflexes in their fetuses. Material and
Method: 20 rats were distributed in two groups of 10, control (CG) - received corn oil and treated (GT) - received steroid,
administered intraperitoneally. On the 21st day of pregnancy, caesarean sections were performed. In fetuses, litter weight,
reabsorption and presence of malformations were analyzed. Rats were evaluated for gestational weight, food and water intake,
cholesterol serum concentrations, triglycerides, glucose, AST and ALT. Results: Body weight, food and water consumption did
not differ between the two groups. Statistically significant increases in plasma levels of AST (p=0.0014) and ALT (P=0.0045)
were observed in GT rats. In GT fetuses, litter weight was lower (p=0.002), the number of resorptions was higher (p=0.049),
and the proportion of malformed fetuses was higher (p=0.0023). Conclusion: The results suggest that nandrolone decanoate,
even at therapeutic doses, may interfere with fetal development in rats, resulting in varied malformations.

Keywords: Anabolic steroid. Teratogenic. Wistar rats.

Resumen

Introduccidn: Los esteroides anabdlicos son sustancias sintéticas derivadas de la testosterona que se utilizan en el tratamiento
de diversas enfermedades humanas. El uso indiscriminado de estas sustancias para la hipertrofia muscular por parte de
individuos sanos se ha convertido en un problema de salud publica. El decanoato de nandrolona se destaca por su uso no
terapéutico. Objetivo: El objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos del decanoato de nandrolona en dosis terapéutica
en ratas prefiadas y los reflejos del tratamiento en sus fetos. Material y Métodos: Se distribuyeron 20 ratas en dos grupos de
10, control (GC) - recibieron aceite de maiz y tratadas (GT) - recibieron esteroides, administrados por via intraperitoneal. El dia
21 de gestacion se realizaron cesdreas. En los fetos se analizé el peso de la camada, la reabsorcion y la presencia de
malformaciones. Las ratas fueron evaluadas por peso gestacional, consumo de alimento y agua, concentraciones séricas de
colesterol, triglicéridos, glucosa, AST y ALT. Resultados: El peso corporal, el consumo de alimentos y agua no difirieron entre los
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dos grupos. Se observaron aumentos estadisticamente significativos en los niveles plasmaticos de AST (p = 0,0014) y ALT (P =
0,0045) en las ratas del TG. En los fetos GT, el peso de la camada fue menor (p = 0,002), el nimero de reabsorciones fue
mayor (p = 0,049) y la proporcion de fetos malformados fue mayor (p = 0,0023). Conclusion: Los resultados sugieren que el
decanoato de nandrolona, incluso en dosis terapéuticas, puede interferir con el desarrollo fetal en ratas, lo que resulta en

diversas malformaciones.

Palabras clave: Esteroide anabdlico. Teratogénico. Ratas wistar.

INTRODUCAO

Os esteroides anabolizantes androgénicos (EAA)
sdo substancias sintéticas derivadas da testosterona,
horménio natural produzido através do metabolismo do
colesterol no cortex da glandula adrenal, testiculos e
ovarios'.

Clinicamente, os EAA sdao prescritos para
reposicdo hormonal pds menopausa, doenca pulmonar
obstrutiva cronica, queimaduras, cancer de mama,
angioedema hereditario, endometriose, osteoporose e
anemia aplastica®”.

Os efeitos adversos sdo relatados mesmo em
doses terapéuticas®. Em mulheres estes efeitos incluem
masculinizacio e alteragdes no ciclo mestrual’.
Experimentos demonstram que o tratamento de ratas
Wistar com EAA produz alteragGes histopatoldgicas no
tecido ovariano com consequente supressao da capacidade
reprodutiva®®.

O uso indiscriminado e abusivo de EAA entre
adultos e adolescentes sem finalidades terapéuticas tem se
tornado um problema de salde publica e despertado o
interesse da comunidade cientifica. Uma vez que essas
substancias, geralmente, sao utilizadas em doses supra
fisiologicas com o intuito de obter hipertrofia muscular e
aumento da forga em curto periodo de tempo'®!, Varios
desses farmacos sintéticos que exercem influéncia positiva
sobre a destreza, forga ou resisténcia, por agdo sinérgica
no aumento do teor de proteina'?, devido ao recrutamento
intenso de diversas vias miogénicas'®, podem acarretar
efeitos colaterais indesejaveis, tais como disfuncao sexual e
reprodutiva, alteracdes do sistema cardiovascular e
comportamentais, além de toxicidade hepatica'*'’.

O decanoato de nandrolona, comercializado como
Deca-Durabolin, ¢ um medicamento anabdlico injetavel
cuja agdo ocorre via receptores de andrégenos que
regulam os mecanismos intracelulares responsaveis pelos
efeitos anabdlicos e androgénicos. E comumente utilizado
de forma indiscriminada por jovens e adultos, atletas ou

n5017,18.

OBJETIVOS

Considerando a escassez de dados sobre os
efeitos toxicologicos e teratogénicos dos esteroides
anabolizantes, prop0s-se o presente trabalho que teve
por objetivos avaliar os efeitos do esteroide decanoato
de nandrolona em dose terapéutica em ratas Wistar

prenhes e os reflexos do tratamento em seus fetos.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado com 20 ratas Wistar
(Rattus norvegicus albinus) do Biotério do Centro
Universitario Padre Albino (UNIFIPA) de Catanduva-SP,
apos aprovacdo do projeto de pesquisa pela Comissdo
de Etica para Uso de Animais (CEUA) da mesma
instituicdo (Protocolo no 11/18 de 07/11/2018).

Durante o periodo experimental, os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura
controlada (22° a 25° C) sob condigio constante de
umidade (50%4=5) e ciclo de luz claro/escuro de 12
horas, alimentados com ragao comercial Nuvilab® CR1
Nuvital Nutrientes S/A, Brazil e agua ad libitum.

As fémeas, todas nuliparas, foram acasaladas
na proporcao de 2:1, por um periodo de 12 horas
durante a noite (ciclo escuro). A confirmagdo da
prenhez foi realizada pela observagdo microscépica de
espermatozodides no esfregaco vaginal, apds o periodo
de ciclo escuro, e usada como indicador do primeiro dia
de prenhez.

Os animais foram divididos em 2 grupos
experimentais (n=10 cada) distintos: GC (controle —
administracdo de o6leo mineral — veiculo de diluicdo) e
GT (tratado - receberam Deca-Durabolin na dose 0,71
mg/Kg no 8° e no 140 dia de prenhez) que foram
mantidos em gaiolas comuns com 2 animais/gaiola
respeitando os grupos a que pertenciam.

Utilizou-se o esteroide sintético decanoato de
nandrolona (17B-hidroxi-19-nor-4-androsteno-3-ona),
comercializado pelo Laboratério  Schering-Plough

(Deca-DurabolinTM, Sdo Paulo, Brasil) na concentragao



Avaliagdo da toxicidade materna e fetal em ratas wistartratadas com esterdide anabolizante durante a prenhez.

Cuid Enferm. 2021 jan.-jun.; 15(1):37-42. @Pﬁiﬂ?ﬁeEﬁﬂ@ﬁﬁmﬁajﬁﬂ

de 0,71 mg/Kg de peso corpéreo em dose Unica diluida em
oleo mineral (veiculo). Dose considerada terapéutica e
calculada a partir da dose preconizada para seres humanos
referida na bula do fabricante.

O Deca-Durabolin foi administrado por injecdo via
subcutédnea no 8° e no 170 dia de prenhez — periodo
correspondente & organogénese fetal®®.

O consumo de ragdo, agua e o peso corporal das
ratas foram aferidos trés vezes por semana durante todo o
periodo da prenhez.

Ao fim do periodo experimental, os animais
permaneceram em jejum por 12 horas e, entdo,
sacrificados. Amostras de sangue para analise bioquimica
foram coletadas por puncdo cardiaca com posterior analise
dos niveis séricos de triacilglicerois, colesterol, glicose,
AST/TGO e ALT/TGP. As determinagGes bioquimicas foram
realizadas com a utilizacdo de kits comerciais Labtest®.

No 210 dia da gestacdo as ratas passaram por
cesariana. Foram prévia e devidamente anestesiadas
intraperitonealmente com 0,2 ml/100g de ketamina e 0,05
ml/100g de xilasina, pesadas e fixadas em decubito dorsal,
em placa de cortica. Apds fixacdo, foi realizada incisdo
mediana no abdémen e exposicao dos cornos uterinos. Os
mesmos foram inspecionados, contados os sitios de
implantagdao, quantidade de fetos e pontos de reabsorgao.
Apds o procedimento, as ratas foram submetidas a
eutandsia por aprofundamento anestésico.

Apbés a cesariana, os fetos foram
cuidadosamente retirados e examinados para avaliar:
nimero de fetos vivos e mortos, peso da ninhada,
comprimento craniocaudal e presenca de malformagOes
externas. Os resultados da avaliacdo fetal mostraram peso
da ninhada significativamente menor (p=0,002), maior
reabsorgdo fetal (p=0,049), além de menor quantidade de
fetos vivos (p=0,13) no grupo tratado (Tabela 3).

Para as analises estatisticas, inicialmente, o teste
de Shapiro-Wilk foi aplicado para testar a normalidade da
distribuicdo dos dados obtidos. A presenca de outliers foi
verificada pelo teste de Grubbs. Na comparagdo entre
0S grupos, as variaveis quantitativas de distribuigdo
normal e homogéneas foram analisadas pelo Teste T de
Student. Variaveis sem distribuigdo normal foram
analisadas pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney.

Para comparagdo entre a proporgdo de ratas com
filhotes com malformacdes, foi aplicado o Teste Exato
de Fisher e o risco relativo foi calculado pelo Score de
Koopman. Diferencas entre as variaveis foram
consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05. Varidveis numéricas com distribuicdo normal
foram apresentadas como média e desvio padrdo. As
andlises estatisticas foram realizadas usando o
programa GraphPad Prism, versao 8.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

RESULTADOS

O tratamento com decanoato de nandrolona
na dose de 0,71 mg/Kg no 89. e 179°. dia de prenhez
resultou em ganho de peso corporal gradual e
progressivo durante a prenhez nos dois grupos,
especialmente nas fases finais. Nao foram observadas
diferencas no peso corporal (p=0,139), consumo de
ragdo (p=0,25) e hidrico (p=0,139) entre os grupos
controle e tratado (Tabela 1).

Os parametros  bioquimicos  avaliados,
apresentados na Tabela 2, evidenciaram que as ratas
do GT apresentaram médias maiores de TGO/AST
(p=0,014) e de TGP/ALT (p=0,045).

Os resultados da avaliacdo fetal mostraram
peso da ninhada significativamente menor (p=0,002),
maior reabsorcao fetal (p=0,049), além de menor
quantidade de fetos vivos (p=0,13) no grupo tratado
(Tabela 3).

A andlise macroscopica das malformacgdes
fetais evidenciou maior proporcdo de fetos
malformados em GT (p=0,0023). O risco relativo para
ocorréncia de malformages no GT, possivelmente em
decorréncia do tratamento com DN, foi 4 vezes maior
quando comparado ao GC.

Dentre as malformagdes diagnosticadas
destacam-se: hematomas no cranio, face e dorso,
focomelia, placentas hipovascularizadas, pele delgada
e hidropsia (Figuras 1A, B, C, D; 2A, B).
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Tabela 1 - Andlise do peso corporal, consumo de ragdo e ingesta hidrica dos grupos controle (GC) e tratado (GT)

GC GT p
Peso das ratas 132,2 + 47,5 112,1 + 32,93 0,1392
Consumo de agua 583,8 + 204,7 543,2 + 199,14 0,217°
Consumo de racao 326,6 + 49,0 329,5 + 63,84 0,252

Valores representados por média + desvio padrdo. a - Teste t de Student.

Tabela 2 - Andlises bioquimicas plasmaticas dos grupos controle (GC) e tratado (GT)

GC GT p
Glicose 65,7 + 35,9 101,4 + 33,95 0,246°
Trigliceridios 147,2 +90,5 249,9 + 86,60 0,052°
Colesterol 104,4 +41,0 79,2 + 26,73 0,115°
TGO/AST 48,4 + 14,9 70,3 + 20,96 0,014°  *
TGP/ALT 23,7 +5,6 32,6 + 9,62 0,045°  *

Valores representados por média + desvio padrdo. a - Teste t de Student, b — Teste de Mann-Whitney. *p<0,05 vs. GC.

Tabela 3 - Dados referentes aos fetos dos grupos controle (GC) e tratado (GT)

GC GT p
Peso da ninhada 74,5 + 31,6 443 + 16,76 0,002° *ok
Reabsorgoes 2,9 + 3,35 5,6 + 2,83 0,049° &
Nascidos vivos 15,3 +0,7 10,4 + 0,89 0,013 *
Nascidos mortos 2,16 +16 5,05 +1,76 0,861°

Valores representados por média + desvio padrdo. a - Teste t de Student, b — Teste de Mann-Whitney. * p<0,05 vs. GC. ** p<0,01 vs. GC.

Figura 1 - AlteragGes observadas no grupo tratado com decanoato de nandrolona. Placenta sem feto, indicativa de reabsorcdo fetal
(A); Malformagdo em membros inferiores (B); Hematoma no dorso (C); Hidropsia (D)

Figura 2 - Alteragbes observadas no grupo tratado com decanoato de
nandrolona. Anotia (A); Feto com pele delgada (B)

DISCUSSAO

Os resultados obtidos revelaram que a
aplicacao de decanoato de nandrolona na dose de 0,71
mg/kg, por via subcutdnea, no 8°. e 14°. dia de
prenhez, fase correspondente a organogénese fetal,
em ratas Wistar, causou alteracdes bioquimicas, no
desempenho reprodutivo das matrizes e malformagoes

em seus fetos.
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As analises bioquimicas revelaram aumento
significativo das médias dos niveis plasmaticos de
aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) nas ratas do grupo tratado.
Embora essas enzimas sejam rotineiramente dosadas
para avaliacdo de funcdo e lesbes hepaticas por
apresentarem-se em  maior  concentracgdo  nos
hepatdcitos, devemos ressaltar que a AST esta presente
no hepatocito e em outros tecidos como o miocardio,
musculo esquelético, cérebro e rins. De modo que
alteragdo nos niveis plasmaticos dessa transferase pode
estar associada a danos celulares em qualquer um

desses tecidos, exceto o cérebro®®?,

No entanto, os
niveis elevados de AST e ALT observados no presente
estudo corroboram com os relatados por de Venancio et
al.®, que constataram aumento significativo dessas
enzimas em ratos tratados com DN e sugeriram que
doses acima das consideradas fisiologicas desse
esteroide sdo hepatotoxicas, podendo induzir fibrose
hepética. Saborido et al.** também diagnosticaram
elevacao dos niveis dessas enzimas em ratos submetidos
a tratamento com DN e correlacionaram essa alteracdo
bioquimica a lesao hepatica em decorréncia da redugdo
na quantidade de citocromo p450 e aumento no nimero
de lisossomos nos hepatdcitos.

Dentre os resultados obtidos no presente
trabalho, merecem destaque as alteracbes no
desempenho gestacional, possivelmente em decorréncia
do uso do decanoato de nandrolona, caracterizadas
principalmente por reducdo significativa do peso da
ninhada e reabsorces fetais. Além da presenca de
malformagOes fetais sugestivas de agdo teratogénica
e/ou embriotoxica do esteroide testado no periodo
organogénico.

Uma substéncia teratogénica pode resultar em
malformacOes fetais por acao direta sobre os tecidos
fetais em desenvolvimento ou por atuacao indireta
através do organismo materno. De modo geral, os
teratdgenos agem por varios mecanismos e seus efeitos
podem ser relacionados a morte do feto e/ou embrido,
ocorréncia de malformagbes, retardo de crescimento
intrauterino ou deficiéncias funcionais. A maioria dos
estudos sobre teratogenicidade sdo realizados em

animais experimentais e representam a base de triagem

para a avaliagdo do potencial teratogénico de compostos
especificos, sendo especialmente importantes para a
compreensdao dos mecanismos envolvidos na
teratogénese?>%,

Usualmente, os efeitos embriotoxicos de
substdncias exdgenas sao avaliados com a realizagdo
de ensaios que objetivam analisar a toxicidade sobre o
organismo materno por meio de alteracdes fisiologicas
transitorias ou permanentes na mde, durante a
gestacdo, e que possam causar efeitos adversos nos
fetos em desenvolvimento e associados a ocorréncia
de malformagdes?’. Neste sentido, e com o objetivo de
detectar o potencial embriotéxico do DN no organismo
materno, avaliamos o peso corporal, o consumo de
racdo e agua. Entre os animais do grupo controle e os
do tratado nao foram observadas quaisquer alteracdes
nestes parametros, indicando que o esteroide utilizado
ndo parece ser toxico para as maes, considerando-se
0s parametros avaliados.

A observacdo de sitios de reabsorgdo no GT
pode justificar a reducdo do peso da ninhada
diagnosticada em nossos resultados. Em trabalhos
anteriores ja foram relatados o aumento do nimero de
reabsorgdes fetais e reducdo de fetos vivos tanto com
a utilizagdo do DN isoladamente quanto com a sua
associacdo com outros esteroides?®?°,

Baseado nisso, podemos deduzir que nossos
resultados sugerem que o decanoato de nandrolona,
mesmo em doses terapéuticas, pode interferir no
desenvolvimento fetal em ratos resultando em
malformac0es variadas.

Ndo foram possiveis outras comparagbes do
decanoato de nandrolona sobre o desempenho
reprodutivo ou sobre seu potencial teratogénico de
ratas Wistar devido a auséncia de estudos que

abordassem esses parametros.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos revelaram que a
aplicacdo de decanoato de nandrolona em doses
terapéuticas em ratas Wistar prenhes causa alteragdes
bioguimicas nas enzimas hepaticas e no desempenho
reprodutivo materno. Além da presenca de
malformac0es fetais sugestivas de acdo teratogénica
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efou embriotoxica do esteroide testado no periodo
organogeénico. Estudos adicionais sdo necessarios para a
determinacdo dos efeitos do Deca-Durabolin durante a

gestacdo em populagdes especificas.
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