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Abstract. Because (1) exacerbated the consumption of substances and steroids by young
athletes, aiming at the rapid increase in muscle mass and physical performance, (2) few
specific studies evaluating the immune system involving the effects of anabolic steroids
has been made, so this work argues upon the analysis of the immune system cells
(neutrophils and lymphocytes) in experimental models of treatment with nandrolone
decanoate (Deca-Durabolin - DD) subjected to physical activity. A total of 24 animals
(rat Wistars, male, weighing around 250 grams) were selected for this study and divided
into 4 groups: sedentary non-treated with anabolizing; sedentary and treated with DD,
trained and untreated and treated with DD with DD and trained. The animals were
subjected to treatment with the DD, by intramuscular injections administered once a
week, following a dose of 5 mg / kg body weight. The groups of animals treated,
received treatment with DD repeated in three doses being applied once a week. From
the data analyzed, we found a decrease in lymphocyte numbers in groups of animals
treated with DD. Upon completion of this study, we show that there was an impairment
of adaptive immune response in animals treated with anabolizing, suggesting the
involvement of immunomodulation.
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Resumo. Devido (1) ao consumo exacerbado de substancias esterdides por jovens e
atletas, visando o aumento rapido de massa muscular e desempenho fisico, (2) poucos
estudos precisos avaliando o sistema imunoldgico associando aos efeitos de
anabolizantes tém sido realizados; assim, este trabalho argumenta-se na analise das
células do sistema imune (neutrdfilos e linfécitos) em modelos experimentais tratados
com decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin - DD) submetidos a atividade fisica. Um
total de 24 animais (ratos Wistars, machos, pesando em torno de 250 gramas) foram
selecionados para este estudo e divididos em 4 grupos: sedentarios nao-tratados com
anabolizante; sedentérios e tratados com DD, treinados e ndo tratados com DD e
tratados com DD e treinados. Os animais foram submetidos a terapia com o DD, por
meio de inje¢Oes intramuscular administradas uma vez na semana, seguindo a dose de 5
mg/Kg de peso corporal. Os grupos de animais tratados receberam o tratamento com
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DD repetidos em trés doses, sendo aplicado uma Unica vez na semana. A partir dos
dados analisados, verificamos uma diminuicdo dos nimeros linfocitarios nos grupos de
animais tratados com DD. Ap0s a realizacdo deste estudo, mostramos que houve um
comprometimento da resposta imune adaptativa nos animais tratados com anabolizante,
sugerindo a participagdo de imunomodulacéo

Palavras-chave. linfocito, sistema imune, decanoato de nandrolona

1. Introducéo

O sistema imune é de grande eficacia no combate a microrganismos invasores,
pois suas células circulam por todo o organismo (sangue, linfa e tecidos), o que por sua
vez, apresenta acdo sistémica. Na tentativa de eliminar componentes exdgenos, existe a
participacdo de diversas células e moléculas especializadas, além do envolvimento de
substancias como citocinas, mediadores celulares e proteinas. Se algum patdgeno
ultrapassar as barreiras superficiais e penetrar no organismo, ird deparar-se com uma
grande variedade de outros fatores que defendem os tecidos internos. Alguns destes
fatores consistem em proteinas soluveis ou outras macromoléculas que circulam no
sangue e liquido extracelular, tornando-os inGspitos para o0s invasores estranhos. Outros
consistem em células especializadas dotadas da capacidade de reconhecer, sequestrar e
eliminar varios tipos de microrganismos ou substancias prejudiciais. Tradicionalmente,
estes fatores de defesa foram classificados em dois sistemas funcionais distintos,
baseando-se no tipo de resisténcia (imunidade) que conferem contra determinados
patdgenos. A imunidade inata (ou natural) refere-se a qualquer resisténcia inata presente
quando um patdgeno se apresenta pela primeira vez; ndo requer nenhuma exposicao
anterior e ndo se modifica significativamente através de exposicOes repetidas ao
patogeno durante a vida do individuo. A imunidade adquirida refere-se a resisténcia que
estd ausente ou fraca por ocasido da primeira exposi¢cdo ao patdégeno, mas que aumenta
acentuadamente com exposicdes subseqlientes a0 mesmo patogeno especifico. Ambos
0s sistemas sdo constituidos de numerosos fatores solUveis e diversos tipos celulares
que executam funcgdes especificas na defesa do hospedeiro. As células do sistema imune
sdo interdependentes, pois se comunicam atraves de citocinas ou interleucinas que
regulam a resposta imune (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2008).

A incidéncia de uso dos anabolizantes tem sido aumentado consideravelmente
nos ultimos anos, no entanto, a obtencdo de estatisticas fidedignas sobre o abuso de
drogas por adolescentes é dificil, especialmente pelo temor destes de serem afastados do
esporte. A frequéncia de uso destes agentes é variavel entre 3% a 37% por populacdes
de estudantes em diferentes faixas etarias e atletas. Os atletas semiprofissionais, de nivel
universitario, fazem uso mais intenso de EAA, podendo haver, entre eles, diferencas da
intensidade do consumo de drogas relacionado ao tipo de esporte praticado, havendo
indices mais elevados em praticantes atividades esportivas do qual exige grande
resisténcia fisica. (YONAMINE, 2007; YONAMINE; GARCIA; MOREAU, 2004;
CAMPOS; YONAMINE; MOREAU, 2003; SILVA; GREVE; YONAMINE;
LEYTON, 2003; SILVA; YONAMINE, 2003)

Devido (1) ao consumo exacerbado de substancias esterdides por jovens e
atletas, visando o aumento rapido de massa muscular e desempenho fisico, (2) poucos
estudos precisos avaliando o sistema imunoldgico associando aos efeitos de
anabolizantes tém sido realizado. Assim, este trabalho argumenta-se na analise das
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células do sistema imune (neutrofilos e linfécitos) em modelos experimentais tratados
com decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin) submetidos a atividade fisica.

2. Metodologia

Materiais: Um total de 24 animais (ratos Wistars, machos, pesando em torno de 250
gramas) foram selecionados para este estudo e divididos em 4 grupos: SN-sedentarios
ndo-tratados com anabolizante (n=6); ST, sedentarios e tratados com deca-durabolin
(n=6), TN treinados e né&o tratados com anabolizante (n=6) e TT tratados com deca-
durabolin e treinados (n=6); os animais foram provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de S&o Carlos Os animais foram tratados com racdo balanceada
padrao (Purina) e agua “ad libitum” e mantidos em gaiolas coletivas a temperatura
ambiente controlada de 25°C e fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro.

Tratamento com E.A A.:

Os animais foram submetidos a terapia com o E.A.A. - decanoato de nandrolona
(Deca-Durabolin), por meio de injecdes intramuscular administradas uma vez na
semana, seguindo a dose de 5 mg/Kg de peso corporal. Os grupos de animais tratados,
receberam o tratamento com E.A.A repetidos em trés doses sendo aplicado uma unica
vez na semana. Assim, 0s animais receberam a terapia no dia inicial do experimento, e
aguardaram um intervalo de 12 horas até o inicio dos treinos. Ap6s uma semana da data
do inicio da primeira aplicacdo, os animais receberam uma segunda dose de E.A.A.;
novamente aguardaram 12 horas para inicio da atividade fisica. A terceira dose foi
administrada apds uma semana a partir da aplicacdo da segunda dose; onde foram
terminados os treinos.

Grupos Experimentais:

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais: sedentarios,
subdivididos em ndo-tratados (SN — n=6) e tratados com deca-durabolin (ST — n=6) e
treinados sub-divididos em néo tratados (TN — n=6) e tratados (TT — n=6). Os animais
dos grupos treinados realizaram um programa de atividade fisica do qual consistiu de
natacdo (primeira semana) por 10 minutos durante cinco dias na semana. Nas duas
semanas subsequentes, realizou-se um ciclo de saltos num reservatorio redondo
contendo 97cm de diametro e 0,110cm de profundidade, com temperatura oscilando
entre 24 e 28°C.

Protocolo experimental: grupos de animais

Apos o periodo de 12 horas da aplica¢do do E.A.A., inicialmente, os ratos foram
submetidos a um programa de treinamento de resisténcia e, posteriormente, de forca
com duracdo de 2 semanas, sendo a freqUéncia do treino distribuidos em 5
dias/semanais (Anexo 1, ilustra os animais treinando). O protocolo de treino
compreendeu:

Primeira semana: Primeiro treinamento, (realizado no dia posterior a administracao,
segunda-feira, do decanoato de nandrolona) consistiu de natacdo com um periodo de 10
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minutos; Segundo dia também consistiu de natacdo, porém com um periodo de 15
minutos; Os demais dias: natacdo perfazendo um periodo de 20 minutos.

Segunda semana: Na segunda semana, foi novamente administrado o decanoato de
nandrolona e realizou-se um programa de treinamento voltado para “forga”, no qual foi
adotado um ciclo de treinos de 5 dias/semana (como freqliéncia); Primeiro treinamento
(realizado na terca-feira), 3 séries de 10 saltos cada, com intervalo de 1 minuto para
descanso dos animais. Nesse dia foi utilizado um sobre-peso (10-15% do peso do
animal) devidamente preso ao animal, sem que seus movimentos fossem prejudicados,
afim de caracterizar um exercicio de for¢a para os animais;

Terceira semana: Na terceira semana, novamente foi administrado o decanoato de
nandrolona e realizou-se um programa de treinamento voltado para “for¢a”, no qual
adotou-se um ciclo de treinos de 5 dias/semana (como freqiiéncia), Primeiro
treinamento (realizado na terca-feira), 3 séries de 10 saltos cada, com intervalo de 1
minuto para descanso dos animais. Nesse dia foi utilizado um sobre-peso (15-20% do
peso do animal) devidamente preso ao animal, sem que seus movimentos fossem
prejudicados, afim de caracterizar um exercicio de forca para os animais.

Amostras biologicas

As amostras de sangue foram obtidas atraves de puncdo intracardiaca, utilizando
0 anticoagulante EDTA objetivando a preservagdo das células leucocitarias e elementos
figurados sanguineos. Apos a coleta, foram confeccionados esfregacos sanguineos onde,
posteriormente corados com May- Griinwald- Giensa, realizaram-se as analises. As
amostras de sangue dos 24 animais analisados pertencem aos diferentes grupos
previamente caracterizados. As determinagdes foram realizadas por meios
automatizados, com contador de células eletrénico - Coulter T890.

Todos os resultados apresentados em resultados e discussdo formam utilizados
testes ndo paramétricos ANOVA (Kruskal-Allis Test) sendo considerado significante
p<0,05.

6- RESULTADOS E DISCUSSOES

Apesar de termos realizados a contagem total e diferencial de todos os
leucdcitos, destacamos as células principais da resposta imune inata (neutrofilo) e
adaptativa (linfécito). Informamos que os nimeros de eosinéfilos, mondcitos e basofilos
ndo apresentaram diferencas significantes, nem tdo ponto relevancia para serem
destacados neste trabalho.

Os quadros 1-4 caracterizam os diferentes grupos de animais inseridos neste
estudo. Como podemos observar, todos compreendem animais machos com pesos
médios de 216 gramas no inicio dos experimentos. No final dos experimentos,
observamos um acréscimo medio dos pesos no grupo SN (54,5% , 213,16-329,5
gramas), ST (58% , 225-357 gramas), TN (51,3% , 219,33-331,83 gramas), TT (65,5% ,
209,10-346 gramas). Deste modo, podemos verificar que houve um aumento mais
expressivo no ganho de peso no grupo TT quando comparado aos demais grupos,
sugerindo que o anabolizante apresenta a propriedade de inducdo de hipertrofia
muscular associado a um treinamento fisico. Resultados similares foram relatados por
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GADZHIEVA et al. (2002), que verifica aumento do ganho de peso em modelos
experimentais tratados com decanoato de nandrolona.

Quadro 1: Animais sedentarios e ndo tratados com anabolizante

Peso
N° do Peso (gr) antes
1° 2° 3° da Coleta
Grupos | Animal | Semana | Semana [ Semana (gn)
1 235 290 293 335
2 222 285 289 350
SN 3 190 248 251 300
4 167 225 228 275
5 240 310 313 367
6 225 275 283 330
Média: 213,16 | 272,16| 276,16 329,5

Quadro 2: Animais sedentarios e tratados com anabolizante

Peso
N° do Peso (gr) Dose do Anabolizante (uL) antes
1° 2° 3° 1° 2° 3° da Coleta
Grupos [ Animal | Semana |Semana |Semana |Semana [Semana |Semana (ar)
1 170 228 226 170 228 226 380
2 235 300 295 235 300 295 355
ST 3 230 298 295 230 298 295 364
4 215 271 266 215 271 266 326
5 255 315 300 255 315 300 370
6 245 306 300 245 306 300 347
Média: 225| 286,33| 280,33 357
Quadro 3: Animais Treinados e ndo tratados com anabolizante
Peso
N° do Peso (gr) Pesos para o Saltos (gr) antes
1° 2° 3° 1° 2° 3° da Coleta
Grupos | Animal [ Semana | Semana |[Semana |Semana |Semana |[Semana (gr)
1 248 313 345 63 63 390
2 190 244 250 49 49 289
TN 3 220 248 295 50 50 335
4 221 276 297 55 55 342
5 222 233 286 47 47 325
6 215 247 280 49 49 310
Média: 219,33| 260,16| 292,16 331,83
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Quadro 4: Animais tratados com anabolizante e submetidos aos treinos

Dose do Anabolizante Peso
N° do Peso (gr (uL) Pesos para o Saltos (gr) antes
1° 2° 3° 1° 2° 3° 1° 2° 3° da Coleta
Grupos | Animal | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana | Semana (gr)
1 245 313 307 245 313 307 63 63 374
2 188 244 242 188 244 242 49 49 295
TT 3 225 248 285 225 248 285 50 50 364
4 225 276 275 225 276 275 55 55 326
5 192 233 230 192 233 230 47 47 370
6 180 247 243 180 247 243 49 49 347
Média: 209,16| 260,16| 263,66 346

Os quadros 5-8 mostram os resultados referentes aos nimeros leucocitarios
totais observados nos diferentes grupos estudados, bem como os valores relativos e
absolutos dos neutrofilos e linfocitocitos, células pertencentes a resposta imune inata a e

adaptativa,

respectivamente.

comparamos 0s humeros leucocitarios em todos os grupos (p>0,05)

N&o verificamos alteracbes significantes quando

Quadro 5: Animais sedentarios e ndo tratados com anabolizante: leucocitos totais e
quantificacdo de neutréfilos e linfécitos

Revista EPeQ/Fafibe, 12. Ed., vol.01

Leucécitos | Neutrofilos | Neutrdfilos | Linfocitos | Linfocitos

N° do | Totais (relativos) | (absolutos) | (relativos) | (absolutos)

Grupo | Animal | (céls/mm®) % (céls/mm?®) % (célsimm’)
1 9600 52 4992 27 2592

2 8700 56 4872 29 2523

SN 3 9200 53 4876 31 2852
4 7500 55 4125 29 2175

5 7650 50 3825 28 2142

6 8700 53 4611 32 2784

minimo 7500 50 3825 27 2142
Media: 8700 53 4741,5 29 2557,5
maximo 9600 56 4992 32 2852
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Quadro 6: Animais sedentarios e

tratados

quantificacdo de neutrofilos e linfocitos

com anabolizante: leucocitos totais e

Leucéceitos | Neutrdfilos | Neutréfilos | Linfdcitos | Linfdcitos

N° do | Totais (relativos) | (absolutos) | (relativos) | (absolutos)

Grupo Animal | (céls/mm?) % (céls/mm?) % (céls/mm?)
1 6700 52 3484 19 1273

2 7650 50 3825 18 1377

ST 3 6600 55 3630 22 1452
4 6900 50 3450 20 1380

5 6600 54 3564 19 1254

6 5580 53 2957 20 1116

minimo 5580 50 2957 18 1116
Media: 6650 52 3524 19 1325
maximo 7650 55 3825 22 1452

Quadro 7: Animais Treinados e ndo tratados com anabolizante: leucocitos totais e
quantificagc@o de neutréfilos e linfécitos

Leucdcitos | Neutrdfilos | Neutrdfilos | Linfocitos | Linfocitos

N° do | Totais (relativos) | (absolutos) | (relativos) | (absolutos)

Grupo Animal | (céls/mm?®) % (céls/mm?) % (céls/mm®)
1 9300 52 4836 33 3069

2 6500 55 3575 30 1950

TN 3 7200 56 4032 35 2520
4 7800 60 4680 36 2808

5 7520 58 4361 37 2782

6 8600 54 4644 35 3010

minimo 6500 52 3575 30 1950
Média: 7660 55 4502 35 2795
méaximo 9300 60 4836 37 3069

Quadro 8: Animais tratados com anabolizante e submetidos aos treinos: leucécitos

totais e quantificacdo de neutrofilos e linfocitos

Leucdcitos | Neutrdfilos | Neutrdfilos | Linfocitos | Linfocitos

N° do | Totais (relativos) | (absolutos) | (relativos) | (absolutos)

Grupo | Animal | (céls/mm®) % (céls/mm?®) % (célsimm?’)
1 7400 63 4662 16 1184

2 5900 62 3658 20 1180

TT 3 6800 95 3740 19 1292
4 7200 63 4536 21 1512

5 8100 54 4374 18 1458

6 6900 52 3588 23 1587

minimo 5900 52 3588 16 1180
Média: 7050 58 4057 19 1375
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| méximo | | 8100] 63] 4662 23] 1567

Os resultados apresentados mostram, em alguns casos individuais de linfopenia
relativa nos animais que receberam anabolizante tanto no grupo ST e TT,;
particularmente é mais evidenciado tal alteracdo no grupo TT (Quadros 6 e 8). Quando
analisamos 0s grupos isolados celulares comparando entre os diferentes grupos de
animais (SS, ST, TN e TT), verificamos que ha diferenca estatistica significante nos
nameros linfocitarios relativos existente entre os animais ST (19%) e TN (35%) onde
p<0,01; TN (35%) e TT (19%) sendo p<0,01. Verificamos uma diminui¢cdo importante
do namero de linfécitos do grupo de ratos tratados com anabolizante quando
comparamos aos demais grupos (Quadros 5-8).

Os linfdcitos sdo células encontrados no tecido sangliineo contribuindo com 20-
35% dos leucdcitos totais. Esta percentagem varia de acordo com o estado imunoldgico
do organismo. Além disso, este tipo celular tem papel importante no controle a
microrganismos, além de serem consideradas as células especializadas da resposta
imune. Frente ao decréscimo linfocitario observado nos grupos de animais tratados com
anabolizante, podemos sugerir que este componente ester0ide pode atuar na
imunomodulacdo. Assim, sugere-se que o0 sistema imune pode ser alterado quando
apresentado a utilizacdo de anabolizante por tempo prolongado, principalmente no que
diz respeito a imunidade adquirida. Achado semelhante foi relatado por YAMAGISHI
et al. (1984) que sugerem uma tendéncia na diminuicdo da populacdo de linfocitos e
monocitos, bem como a reducdo de IgG circulante frente a estimulagdo com deca-
durabolin em culturas de células. Ainda, HUGHES et al. (1995) mostram uma
diminuicéo significante dos niveis de INF e a estimulacdo de citocinas pro-inflamatorias
(IL-1 beta e TNF-alfa) mediante a estimulacdo com EAA; esses dados podem
corroborar com mecanismos que associados ao comprometimento dos estimulos
linfocitarios observados neste estudo. Uma sugestao interessante para verificarmos se o
proprio deca-durabolin age no mecanismo de estimulacéo e producéo linfocitaria seria a
quantificacdo de IL-3, citocina esta importante na sintese de stem cell linfoide e,
consequentemente de linfocitos T e B (KANO et al., 2008; SELLERI et al, 2008).

As adaptacdes ao treinamento de forca sdo influenciadas pelas alteracGes das
concentracdes hormonais decorrentes dos diversos estimulos aplicados ao treinamento
com pesos. Portanto, para o entendimento das questBes anabodlicas e catabdlicas
decorrentes atividade com forca é fundamental a compreensdo de alguns horménios,
entre eles o cortisol. Assim, esse hormonio € sintetizado no cortex da supra-renal em
quantidades aproximadas de 10-20mg/diarios. Apds a sintese, € liberado na corrente
sanguinea onde pode ser encontrado ligado a proteinas, entre elas albumina (60%); a
forma ativa encontra-se livre no plasma (BADILLO; AYESTARAN, 2001). O
cortisol tem sido visto como horménios catabolitos no muasculo esquelético. Os maiores
efeitos estdo associados a conversdo de aminoacidos em carboidratos, aumento das
enzimas proteoliticas, inibicdo da sintese de proteinas, aumento da degradacdo de
proteina, gliconeogénese, lipolise (liberando acidos graxos livres para ser captados pelas
células e utilizados na producdo de energia) (SIMAO, 2003 apud COULTINHO;
BRINCO; DINIZ, 2007; ROBERGS; ROBERTS, 2002 apud COULTINHO; BRINCO;
DINIZ, 2007). Assim, considerando que a fadiga aguda do exercicio de forca pode
produzir aumentos nos hormdnios anabdlicos e estimular concomitantemente niveis de
cortisol (FOX; BOWERS, 1991), realizamos um pool de plasmatico e quantificamos os
niveis de cortisol através de ensaio de eletroquimioluminescencia. Pudemos verificar
que 0s animais pertencentes ao grupo ST apresentaram niveis de cortisol similares
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aqueles que treinados, ndo apresentando assim, fadiga muscular (SN -4,3ug/dL; ST-
4,6ug/dL; TN-4,55ug/dL e TT-5,02ug/dL)

CONCLUSAO

Apos a realizacdo deste estudo, sugerimos que houve um comprometimento da
resposta imune adaptativa nos animais tratados com anabolizante, sugerindo a
participacdo de imunomodulacéo.
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