Auséncia de efeito genotoxico induzido
por esteroides anabolizantes em individuos fisiculturistas
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Resumo

Os esteroides anabolizantes vém sendo utilizados indiscriminadamente com a finalidade de aumentara
massa muscular e melhorar o desempenho em competicdes esportivas. No entanto, os efeitos desses
esteroides sobre a saude humana foram pouco avaliados. O presente estudo prop6s verificar o potencial
genotdxico de esterdides anabolizantes em individuos fisiculturistas utilizando o teste do cometa, capaz
de detectar lesbes primarias no DNA. Para isso, foram coletadas amostras de sangue periférico de 63
voluntarios, sendo 23 praticantes do fisiculturismo ndo competitivo e usuarios de esterodides
anabolizantes; 20 fisiculturistas ndo usuarios dos esteroides e 20 individuos sedentarios, que nao
praticavam exercicio fisico rotineiro (grupo controle). Nos protocolos de tratamento utilizados pelos
usuarios de esterdides estavam inclusos: o stanozolol, o decanoato de nandrolona, o cipionato de
testosterona e a oximetolona. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca estatisticamente
significante (P > 0,05) nos niveis de danos no DNA (“tail moment") entre os grupos avaliados. Desta
forma, conclui-se que o treinamento fisico de forca muscular, bem como o uso de esteroides anabolizantes
durante o treinamento fisico ndo induziram aumento de danos no DNA de leucdcitos do sangue periférico.

UniTermos: Esterdides anabolizantes; Exercicios anaerdbios; Genotoxicidade; Teste do cometa.

Introducao

Nas dltimas décadas, o treinamento de forga vem
ganhando destaque como parte integrante da
prescrigao de exercicios visando a satide. Esse aumento
de interesse ocorreu especialmente apds o American
College of Sports Medicine (ACSM) ter ressaltado os
beneficios desse tipo de treinamento e de suas formas
de aplica¢do em relago a freqiiéncia semanal, nimero
de séries, intervalo entre as séries, nimero de repeti¢oes
e nimero de exercicios (SIMOES, 2003). O treinamento
de forca foi sempre associado ao aumento de massa
muscular, sendo um meio para atingir uma hipertrofia
adequada, no caso do fisiculturismo, e para 0 aumento
de forga médxima e poténcia muscular, importante para
muitos esportes (UCHIDA, CHARRO, BACURAU, NAVARRO
& PONTES JUNIOR, 2003).

O fisiculturismo, que consiste na prdtica regular
de exercicios anaerdbios de for¢a para a modelagem

e defini¢ao muscular, vem crescendo bastante como
esporte. No entanto, com o objetivo de aumentar
o processo anabdlico celular, o crescimento
muscular e a subseqiiente melhoria no desempenho
fisico em curtos intervalos de tempo, alguns
praticantes tanto de exercicios fisicos anaerébios
como aerébios vém fazendo uso indiscriminado de
esteréides anabolizantes (KicMaN & GOWER, 2003).

Os esterdides anabolizantes sio derivados do
horménio sexual masculino testosterona, secretada
pelos testiculos (FARRELL & McGinnis, 2003;
YEsaLls & BAHRKE, 2002) e responsdvel pelas ca-
racteristicas fisicas masculinas (FARRELL &
McGinnis, 2003). Dentre os efeitos deletérios que
podem ser causados pelos anabolizantes sintéticos
estdo agressividade (BRONSON, 1996; FARRELL &
McGInNis, 2003), atrofia testicular, ginecomastia,
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alteragdes na prostata e vesicula seminal, alteragoes no
ciclo menstrual, alteragdes no crescimento, cistos he-
pdticos, hepatoma (BROEDER, 2003; BRONSON, 1996;
COUNCIL ON SCIENTIFIC AFFAIRS, 1990; YEASALIS &
BAHRKE, 2002) e alteracoes cardiovasculares
(ScHARHAG, URHAUSEN & KINDERMANN, 2003;
SULLIVAN, MARTINEZ & GALLACHERM 1999).

O teste do cometa ¢ um ensaio simples, rdpido,
sensivel e de baixo custo quando comparado a outros
testes para detecgio de danos genéticos. Esta técnica
consiste na imersao de células vidveis em gel de agarose,
lise da membrana celular por detergentes e sais
alcalinos, e posterior eletroforese (SINGH, McCoy, TicE
& SCHNEIDER, 1988). Sob condicoes alcalinas de
eletroforese, as células com danos no DNA apresentam
maior taxa de migragio da molécula em diregio ao
anodo devido a quebras de fita simples ou dupla e

Material e métodos
Casuistica

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina - UNESP,
Botucatu, SP (Protocolo no. 262/99-CEP).

Foram coletadas amostras de sangue periférico de
63 voluntdrios do sexo masculino, sendo 23 praticantes
do fisiculturismo e usudrios de esteréides anabolizantes
(média de idade 22,7 + 3,61) e 20 fisiculturistas nao
usudrios de esteréides (média de idade 24,0 + 4,70),
sob treinamento h4d no minimo de 12 meses, em
academias de muscula¢io de Bauru, Botucatu,
Manduri, Avaré, Pardinho e Sio Paulo - SP. A
intensidade média do treinamento de musculagio no
periodo da coleta do sangue para andlise era de 80% a
95% da carga mdxima de cada individuo e o tempo
de treinamento dos atletas era superior a 12 meses. As
sessoes, no minimo de trés por semana, tinham
dura¢io de 90 a 120 minutos, sendo os treinos
divididos por grupos musculares. Todos os atletas
estavam em fase de hipertrofia (treinamentos
especificos para o aumento da massa muscular com
cargas entre 80% a 90% da carga mdxima do atleta),
ou treinamento de forca (treinamento voltado para o
ganho de for¢a muscular com cargas entre 90% a 95%
da carga mdxima do atleta). O grupo controle consistiu
de 20 individuos sedentdrios (média de idade 21,9 +
3,18), que ndo praticavam exercicios fisicos rotineiros,
pareados por idade com o grupo de praticantes. A todos
os individuos foi aplicado um questiondrio inquirindo
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sitios ldbeis alcalinos (OLIVE, BANATH & DURAND,
1990), simulando a aparéncia de um cometa (cabeca
e cauda). Embora alguns estudos tivessem mostrado
um aumento de danos no DNA em individuos
praticantes de exercicios fisicos aerdbicos
(HARTMANN, PLAPPERT, RADDATZ, GRUNERT-FUCHS
& SpEIT 1994; MastaLoupis, YU, O’ DONNELL, FrEl,
DasuwooD & TRABER, 2004), nio hd, até o
momento, trabalhos que demonstrem a freqiiéncia
de danos primdrios no DNA em células do sangue
periférico de atletas que realizam treinamento fisico
de forga muscular, tampouco de atletas usudrios de
esterdides anabolizantes.

Com base no exposto, este estudo utilizou o tes-
te do cometa para avaliar o potencial genotéxico
de esterdides anabolizantes em individuos pratican-
tes de musculacio e fisiculturismo.

sobre dados pessoais, informagdes gerais (tabagismo,
uso de substincias téxicas e dlcool); histéria médica
(uso de medicamentos, exposi¢dao a radiagio),
programa de treinamento fisico (tipos de exercicios,
periodo de treinamento) e protocolo do ciclo de
esteréides. Foram excluidos da amostra individuos
tabagistas ou ocupacionalmente expostos a
contaminantes ambientais (agrotéxicos, tintas, etc) e
aqueles que nao utilizam ciclos regulares de esterdides
anabolizantes.

Ciclo de esterodides e coleta de sangue

Os protocolos, que j4 vinham sendo utilizados pelos
fisiculturistas por ocasiao do estudo, inclufam os seguintes
esterdides anabolizantes: o stanozolol (Winstrol® Depot,
Zambon), o decanoato de nandrolona (Deca-
Durabolin®, Organon), o cipionato de testosterona
(Deposteron®, Sigma Pharma Ltda), a oximetolona
(Hemogenin®, Aventis Pharma) e a combinagio de
decanoato de testosterona, fenilpropianato de testosterona,
isocaproato de testosterona e propianato de testosterona
(Durateston®, Organon) (TABELA 1). Esses compostos
eram administrados por inje¢ao intramuscular, em
ciclos de oito a 12 semanas, em doses crescentes que
variavam de atleta para atleta. A amostra de sangue
periférico (aproximadamente 20 pl/individuo) foi
coletada no pico da dosagem dos esterdides, por
perfuragio da falange do dedo indicador, utilizando-
se material descartdvel.



TABELA 1 - Esteréides anabolizantes utilizados pelos

individuos praticantes de
fisioculturismo.
Individuo Idade Esteréide

1 27 CT

2 20 OXL

3 23 STZ

4 26 STZ

5 18 STZ

6 24 DN, STZ
7 20 DFIPT, STZ
8 26 STZ

9 19 DN
10 27 STZ
11 29 STZ
12 30 STZ
13 23 STZ
14 19 STZ
15 19 STZ
16 23 OXL
17 20 STZ
18 19 STZ
19 22 DN
20 18 STZ
21 23 STZ
22 22 STZ
23 26 CT

Meédia + DP 22,7 + 3,61

CT - cipionato de testosterona (Deposteron, Sigma Pharma Ltda); DN -
decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin, Organon); DFIPT - combi-
nacdo de decanoato de testosterona, fenilpropianato de testosterona,
isocaproato de testosterona e propianato de testosterona (Durateston,
Organon); OXL - oximetolona (Hemogenin, Aventis Pharma); STZ -
stanozolol (Winstrol Depot, Zambon).

Teste do cometa

O teste do cometa foi realizado de acordo com a
metodologia descrita por TICE, AGURELL, ANDERSON,

Resultados e discussao

A FIGURA 1 apresenta os resultados do teste do
cometa em células de sangue periférico dos grupos de
individuos investigados. Além da auséncia de efeito
genotdxico induzido pelos esterdides anabolizantes, os
resultados mostram que o treinamento fisico de for¢a
muscular praticado pelos fisiculturistas nao induziu

Auséncia de efeito genotdxico

BURLINSON, HARTMANN, KOBAYASHI, MIYAMAE,
Rojas, Ryu e Sasaki (2000). Em resumo, uma
aliquota (5 pl) de sangue periférico foi misturada a
120 pl de agarose de baixo ponto de fusio e
transferida para duas laminas recém-preparadas com
uma camada de agarose. Essas laminas foram colo-
cadas em uma cuba contendo solugao de lise (2,5
M NaCl, 100 mM Na, EDTA, 10 mM Tris,
sarcosinato de s6dio1%, Triton X-100 1%, pH 10
e DMSO 10%, adicionado no momento do uso) e
deixadas por 24 h a 4 °C. Apds esse perfodo, as
laminas foram transferidas para uma cuba conten-
do solugdo tampio alcalina (300 mM NaOH e
ImM EDTA i 4 °C) e deixadas por 30 minutos
antes de proceder a eletroforese a 25V e 300 mA,
por outros 20 minutos. As liminas foram cuidado-
samente retiradas da cuba e lavadas em solucio de
neutralizagdo (Tris-HCI, pH 7,5) por 15 minutos,
fixadas em etanol 100% e coradas com brometo de
etidio (20 pug/ml em H,O destilada; 50 pl/lamina)
no momento da andlise. Foram analisadas 50 célu-
las por individuo, em aumento de 400 X, utilizan-
do-se microscépio de fluorescéncia acoplado a
sistema de andlise de imagem (COMET ASSAY 11,
da Perceptive Instruments, Suffolk, UK). O
pardmetro densitométrico considerado para a ava-
liagao dos danos no DNA foi o “tail moment”, que
¢ produto do comprimento da “cauda do cometa”
versus a porcentagem de DNA contido na “cauda”
(HARTMANN, AGURELL, BEEVERS, BRENDLER-
ScHwaAAB, BURLINSON, CrLay, COLLINS, SMITH, SPEIT,
Trysaup & Tick, 2003).

Analise estatistica

Os dados estao apresentados na forma de média
+ desvio padrio. A anilise estatistica foi realizada
pelo teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, con-
siderando o nivel de significAncia de 5% (progra-
ma estatistico Sigma Stat 1.0, Jadel Scientific,

Chicago, IL, USA).

lesdes genéticas, uma vez que o indice de danos no
DNA dos nio usudrios de esteréides nio foi
estatisticamente diferente daquele do grupo controle.
Em contrapartida, HARTMANN, NIEf, GRUNERT-
Fuchs, PocH e SPEIT (1995) observaram um aumento
na freqiiéncia de danos no DNA de individuos que
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Os valores s&o expres-
sos como média + des-
vio padrédo. P > 0,05.

realizavam treinamento fisico aerébico. Tal achado
poderia ser explicado pelas leses oxidativas causadas

pelos radicais livres de oxigénio gerados durante o
treinamento fisico aerébico (SEN, 2001).
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FIGURA 1 - Danos no DNA (“tail moment”) avaliados pelo teste do cometa em leucdcitos do sangue periférico
de individuos praticantes de musculac¢ao e fisioculturismo, usuarios de esterdides anabolizantes.

Mesmo proibido por associagoes esportivas, os
esterides anabolizantes vém sendo utilizados por
alguns atletas fisiculturistas em doses supra-fisiold-
gicas, ultrapassando de 10 a 40 vezes aquelas
indicadas para o medicamento (VAN BREDA, KEIZER,
KuIPERS & WOLFFENBUTTEL, 2003). Um aspecto im-
portante no uso desses esterdides € a elaboragao dos
ciclos de administra¢io dos hormonios. A combi-
nagdo das vdrias substincias para compor tais ci-
clos faz com que os efeitos colaterais superem, em
muito, quaisquer beneficios potenciais pelo trata-
mento com esteréides (MCARDLE, KarcH & KaTcH,
1992). Embora jd se conhecesse alguns dos efeitos
deletérios causados pelos anabolizantes sintéticos
(BROEDER, 2003; FARRELL & McGINNIS, 2003;
SCHARHAG, URHAUSEN & KINDERMANN, 2003;
YEeasaLis & BAHKE, 2002), nio havia até o momen-
to estudos demonstrando o efeito do treinamento
fisico de forga muscular e uso de esterdides

Abstract

anabolizantes em coopera¢io com o treinamento
fisico no material genético (DNA).

Nio hd ddvida de que os mecanismos e as con-
seqiiéncias da genotoxicidade induzida por agentes
quimicos envolvem processos complexos. Recente-
mente, MOLLER, KNUDSEN, LOFT e WALLIN (2001)
mostraram que a idade, os processos inflamatdrios
e o tabagismo sdo fatores que podem interferir nos
resultados do teste do cometa em células de sangue
periférico. Desta forma, no presente estudo foram
tomados cuidados para que as varidveis idade, esti-
lo de vida e hdbitos alimentares nio influenciassem
nos niveis de lesdes no DNA dos diferentes grupos.

Concluindo, o uso de esteréides anabolizantes,
bem como o treinamento fisico de for¢ca muscular
realizado pelos fisiculturistas voluntdrios deste es-
tudo, nio induziram aumento de danos no DNA
de leucdcitos do sangue periférico detectdveis pelo
teste do cometa.

Lack of genotoxicity induced by steroids anabolic in bodybuilding practicers

Anabolic steroids have been used in order to increase muscular mass and to improve the performance in
sporting competitions. The aim of the present study was to evaluate the genotoxic effect of anabolic
steroids in bodybuilders, using the comet assay that is able to detect primary DNA damage. Peripheral
blood samples were collected from 63 volunteers: 23 bodybuilders and anabolic steroids-users; 20
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bodybuilders-non-steroids users; and 20 sedentary individuals, who did not practice any physical exercise
(control group). The used anabolic steroids included: stanozolol, nandrolone decanoate, testosterone
cypionate, oxymetholone and a combination of testosterone decanoate, testosterone phenylpropianate,
testosterone isocaproate and testosterone propianate. The results showed no statistically significant
difference (P > 0.05) in the level of DNA damage (tail moment) among the groups. In conclusion, these
results suggest that the anabolic steroids, as well as resistance training (bodybuilding) did not induce
increase of DNA damage in peripheral blood leukocytes.

Unirerms: Anabolic steroids; Resistance training; Comet assay; Genotoxicity.
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