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RESUMO  
 
Estudos apontam que o anabolizante decanoato de nandrolona modula 

a regulação do ciclo celular, porém pouco se conhece sobre seus efeitos nas 
células musculares. Assim, o objetivo foi avaliar o efeito do anabolizante 
decanoato de nandrolona na proliferação, adesão e diferenciação das células 
musculares C2C12. As células foram cultivadas em meio regular, 10% de soro 
fetal bovino (SFB) e em carência nutricional (5% SFB) e incubadas com o 
anabolizante/veículo nas concentrações de 5, 10, 25 e 50µM. O grupo controle 
não recebeu tratamento.  A proliferação celular foi avaliada em 24, 48 e 72h 
(curto prazo) e em 3 e 5 dias (longo prazo), e a adesão celular em 20, 40 e 60 
min, utilizando o método MTT. A expressão dos marcadores miogênicos foi 
avaliada após 2, 4 e 8h utilizando o PCR em tempo real. Os resultados 
mostraram que o decanoato de nandrolona não induziu alterações significativas 
na proliferação celular em curto prazo e na adesão. Em longo prazo após 5 
dias houve um aumento estatisticamente significativo na proliferação das 
células tratadas com anabolizante a 5µM quando cultivadas em meio regular e 
25µM na situação de simulação de lesão, com relação às demais 
concentrações e ao controle. Além disso, após 8 horas da incubação as células 
C2C12 apresentaram um aumento na expressão da miogenina em comparação 
aos demais períodos enquanto que a expressão de MyoD não sofreu alteração 
nos períodos e grupos avaliados, não havendo diferenças entre os grupos 
tratados e controle. Conclusão: o anabolizante decanoato de nandrolona 
induziu um aumento na proliferação celular após 5 dias de forma dose-
dependente, porém não interferiu na adesão celular e expressão de 
marcadores miogênicos. 
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ABSTRACT 
 

Studies indicate that the anabolic nandrolone decanoate modulates cell cycle 
regulation, but little is known about its effects on muscle cells. The aim of this 
study was to evaluate the effect of anabolic nandrolone decanoate on 
proliferation, adhesion and differentiation of C2C12 skeletal muscle cells. The 
cells were cultured in a regular, 10% fetal bovine serum (FBS) and simulation of 
nutritional deficiency (5% FBS) and incubated with the steroid / vehicle at 
concentrations of 5, 10, 25 and 50μM. The control group did not receive the 
treatment. Cell proliferation was assessed in 24, 48 and 72 (short term) and 3 
and 5 days (long-term), and the adhesion in 20, 40 and 60 min, using the MTT 
assay. The myogenic markers expression  was assessed after 2, 4 and 8 hours 
using real time PCR. The results show that nandrolone decanoate did not 
induce significant changes in cell proliferation in short-term adherence. In the 
long term after 5 days there was a statistically significant increase in 
proliferation of cells treated with the anabolic 5µM when cultured in a regular 
situation and 25µM in simulation of injury, compared with the other 
concentrations and control. Furthermore, after 8 hours incubation, C2C12 cells 
showed an increased expression of myogenin in comparison to other periods 
while MyoD did not change during periods and study groups, no differences 
between the treated and control groups. Conclusion: The anabolic steroid 
nandrolone induced an increase in cell proliferation after five days in a dose-
dependent but did not interfere in the adhesion and expression of myogenic 
markers.  
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 
 

O músculo esquelético possui grande habilidade de adaptação a 

situações fisiológicas incluindo treinamento, crescimento pós-natal, 

alongamento entre outros, e frente à lesão após um trauma direto (como por 

exemplo, lacerações e contusões) ou devido a causas indiretas como isquemia 

e disfunção neurológica1-3. 

A lesão muscular, comum entre os atletas e pacientes, exige respostas 

fisiológicas de modo a controlar a inflamação do tecido. Para que ocorra uma 

regeneração eficiente e rápida, os eventos envolvendo a resposta celular tem 

sido investigada com o objetivo de entender o mecanismo de sinalização desta 

recuperação e quais fatores influenciam para que a célula responda 

adequadamente de modo a repor a fibra lesada. 

 Após uma lesão muscular um conjunto finamente orquestrado de 

respostas celulares é ativado, resultando em uma regeneração adequada deste 

tecido e consequentemente em um músculo bem inervado, vascularizado e 

com um aparelho contrátil íntegro2. Como as fibras musculares esqueléticas 

adultas são bem diferenciadas, a capacidade para esta resposta regenerativa 

deve-se principalmente a uma população de células mononucleadas 

denominadas células satélites localizadas abaixo da lâmina basal das fibras 

musculares, que se tornam ativas após serem estimuladas. As células satélites 

ativadas passam a ser chamadas de mioblastos que proliferam, posteriormente 

se fundem para formar miotubos e por fim se diferenciam para fundirem-se a 

fibra pré existente ou constituir uma nova fibra muscular, de forma a repor à 

lesionada 3-13.   

Durante este processo de proliferação e diferenciação, ou seja, 

miogênese, as células satélites passam a expressar vários fatores 

transcricionais, entre eles, os fatores miogênicos reguladores (MRFs) tais como 

MyoD, Myf5, miogenina e MRF46,9,14. A expressão ordenada dos marcadores 

nas células miogênicas cultivadas C2C12 é muito semelhante a aquela 

observada durante a miogênese in vivo. Desta forma, a linhagem celular 

mioblástica (C2) proveniente de camundongos e seus subclones (C2C12) 

serve como modelo bem aceito para os estudos da miogênese in vitro 15,16.  
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O processo da miogênese pode ser dividido em duas fases: 

determinação e diferenciação. A determinação é o evento em que as células 

satélites pluripotentes, que estão se multiplicando, são mobilizadas para o 

processo miogênico, transformando-se em mioblastos. A diferenciação ocorre 

quando os genes dos miotúbulos iniciam sua expressão músculo-específica, e 

então os mioblastos param de se multiplicar, e as fibras musculares passam a 

crescer quase que somente em volume17,18. Os mioblastos que expressam 

Myf5 e MyoD, tornam-se miócitos diferenciados e iniciam a expressão dos 

MRFs miogenina e MRF4, genes que regulam a diferenciação dessas células 

em fibras musculares multinucleadas, tornando o músculo esquelético um 

tecido estável19. 

O MyoD marca a ativação das  células satélites (proliferação), 

encontrado em níveis elevados no músculo em processo de regeneração, 

juntamente com outras proteínas relacionadas a diferenciação de células da 

linhagem miogênica. Durante as fases do ciclo celular, o MyoD apresenta-se 

em níveis altos durante a fase que corresponde ao crescimento e preparação  

para a replicação dos cromossomos,  expresso nos estágios iniciais da 

diferenciação, caindo para níveis mais baixos nos estágios finais da 

diferenciação7. A miogenina representa um importante fator miogênico 

regulador sendo expressa durante a fase na qual os mioblastos se fundem para 

formarem miotubos, marcando desta forma o início da diferenciação20.  

A resposta de crescimento celular com o intuito de acelerar o processo 

de reparo do tecido muscular esquelético parece exigir a integração de vários 

estímulos de sinalização incluindo o fator hormonal21. 

Os hormônios esteróides anabolizantes (“anabolic-androgen steroids” - 

AAS) pertencem à classe dos hormônios sexuais masculinos sendo promotores 

e mantenedores das características sexuais associadas a masculinidade22,23.  

A indicação terapêutica para o uso de AAS está associada a quadros de 

osteoporose, anemia, carcinoma mamário, sarcopenia associado à doença 

pulmonar obstrutiva crônica, no tratamento de baixa estatura, a quadros 

relacionados ao HIV e em pacientes hipogonadais  22-33.  

Os efeitos anabólicos sobre o músculo esquelético têm sido uma fonte 

de muita controvérsia por mais de 6 décadas34, e nos últimos 40 anos seu uso 

tornou-se muito generalizado35, no entanto uma série de estudos relatam que a 
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suplementação da testosterona aumenta o número de células satélites em 

homens e roedores e que a massa muscular esquelética em homens pode ser 

aumentada, mas os mecanismos pelos quais a testosterona obtém essa  

resposta ainda são mal compreendidos21,23,27,36. 

Acredita-se que as células satélites apresentam um receptor para 

andrógenos, mas os mecanismos de regulação não são claros23. A grande 

diversidade na ação do andrógeno se dá pela resposta aos diferentes alvos, 

todavia esta ação é mediada por uma única espécie de receptor23,35,37,38. Este 

receptor de andrógeno (AR) faz parte da superfamília de receptores de 

esteróides39 e sua seqüência de aminoácidos é muito semelhante à encontrada 

em ratos40, mas apesar da expressão do AR ter sido relatado previamente em 

células do músculo esquelético, não se sabe qual o tipo, ou quais os tipos de 

células no interior do músculo esquelético humano expressam o AR e que são 

o alvo da ação dos androgênios41, pois a concentração de receptores 

androgênicos varia de um grupo muscular para outro22. Além disso, os 

receptores do tecido muscular estão sujeitos à regulação pelo sistema 

endócrino e estes dados falam a favor de uma função fisiológica do receptor no 

músculo esquelético, pois os andrógenos além da sua ação androgênica em 

tecidos reprodutivos masculinos apresentam ação protéica anabólica no 

músculo esquelético42, como já relatado em estudos onde os animais mostram 

que a hipertrofia do músculo esquelético resultou de um aumento na expressão 

do AR, associado ao aumento da síntese protéica muscular43.   

Segundo Sinha-Hikin (2004)41, em seu estudo observou que a 

expressão dos receptores androgênicos no músculo após a administração de 

testosterona em indivíduos do sexo masculino, saudáveis e com níveis 

hormonais normais, apresentou um aumento de RNAm e da expressão 

protéica dos receptores androgênicos nas fibras musculares e em células 

satélites, concluindo que as fibras musculares e as células satélites são alvos 

diretos da ação androgênica, estando sujeitas ao aumento da expressão de 

receptores, mostrando que a testosterona tem papel importante na regulação 

destes, modulando assim a síntese protéica e controlando a hipertrofia. 

Outros estudos realizados em animais evidenciaram efeitos positivos do 

AAS sobre o aumento da massa e força muscular através do receptor de 

andrógeno23 e na determinação da massa corporal magra36,37. 
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O decanoato de nandrolona é um derivado da testosterona e está entre 

os AAS mais consumidos de acordo com o National Institute on Drug Abuse44,45 

devido ao seu moderado potencial androgênico associado às boas 

propriedades anabólicas45,46.Tal fato se explica porque a substância ativa 

(nandrolona) sofre pouca influência da ação da enzima 5α-redutase. Nos 

músculos como a presença desta enzima a 5α-redutase é menor, a própria 

nandrolona interage com os receptores para esteróides, produzindo respostas 

anabólicas relativamente maiores22. O complexo droga-receptor é translocado 

para o núcleo e liga-se à cromatina, induzindo a transcrição do RNA e a 

produção de proteínas específicas ocasionando seus efeitos47, como 

demonstrado por estudos onde houve aumento significativo no teor de proteína 

corporal total em animais submetidos a tratamento com doses supra 

fisiológicas de decanoato de nandrolona, durante 4 semanas46. 

Estudos apontam que o anabolizante esteróide decanoato de 

nandrolona (Deca-Durabolin®) pode modular o ciclo celular, e assim alterar a 

massa muscular, mas os processos envolvidos ainda não estão bem 

esclarecidos21,38. A indução de uma lesão muscular em ratos, feita por uma 

droga, a bupivacaína, tem como fase inicial na recuperação do músculo neste 

modelo, a necrose do tecido danificado e uma resposta inflamatória, que é 

seguida pela ativação das celulas satélite e sua posterior e proliferação. A 

admistração do anabolizante decanoato de nandrolona em ratos castrados  

neste estudo promoveu a melhora da recuperação das fibras musculares após 

sofrerem lesão induzida pela bupivacaína48.  

Outro estudo realizado com dois grupos de indivíduos, homens 

saudáveis e homens com positividade para o vírus da imunodeficiência 

humana (HIV) assintomática, utilizou o tratamento com decanoato de 

nandrolona e exercício de resistência e concluiu que a associação destes 

promoveu aumento da força muscular28.  

Segundo Diel et al. (2008)38, a nandrolona quando aplicada via sub 

cutânea em ratos estimula o aumento do peso do músculo esquelético 

(hipertrofia), mas tem propriedades androgênicas fracas. Essa observação 

pode ter relevância no que diz respeito aos aspectos terapêuticos e também na 

prevenção de dopagem. 
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Estudos mais recentes que avaliam o efeito do anabolizante decanoato 

de nandrolona (Deca-Durabolin®) em tendões49, pacientes com caquexia 

devido a síndrome da imunodeficiência adquirida50, na densidade mineral 

óssea51, porém o efeito deste anabolizante em células precursoras miogênicas 

ou na linhagem de células musculares C2C12 ainda não foi descrito. 

Estudos in vitro utilizando cultura de células têm sido bastante 

empregados na análise dos efeitos de drogas, recursos terapêuticos e 

biomateriais devido à facilidade de padronização da amostra, cujo controle de 

pH, temperatura, pressão osmótica, tensão de CO2 e O2 pode ser obtido de 

maneira precisa, além de conseguirem-se amostras totalmente homogêneas 52.  

D'Ascenzo et al, (2007)53 avaliaram o efeito do decanoato de nandrolona 

em cultura celular, porém utilizou células endoteliais humanas (HUVECs). Em 

seu estudo utilizou vários tipos de anabolizantes, dentre eles a nandrolona, 

com o objetivo de verificar o efeito dos anabolizantes sobre a proliferação, 

apoptose e concentração de cálcio intracelular ([Ca2 +] i) destas células. Os 

resultados mostraram que a nandrolona induziu a inibição do crescimento 

celular (proliferação) na concentração de 9 µM, em 24, 48 e 72 horas e 18% 

destas células cultivadas por 72 horas entraram em apoptose com aumento 

significativo de [Ca2 +]i tanto na condição aguda, quanto e em culturas tratadas 

em longo prazo, sugerindo que andrógenos esteróides modulam níveis 

intracelulares de cálcio independente do tempo de incubação. 

Do ponto de vista da biologia celular, se um estímulo alcança um limiar 

crítico à célula irá responder independentemente do fato dela estar em cultura 

ou in vivo. Logicamente, as células em cultura geralmente respondem a 

estímulos de muito menor intensidade, pois não existe influência de outros 

fatores de resposta fisiológica que auxiliam ou interferem na regulação celular, 

assim os dados obtidos in vitro não devem ser diretamente extrapolados para o 

uso clínico sem prévio estudo em modelo vivo e como devido ajuste das 

dosagens de acordo com cada situação 54-56. 

Este trabalho contribuiu para o conhecimento dos efeitos do 

anabolizante decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin®) sobre as células 

musculares em cultura utilizando diferentes concentrações analizando a 

viabilidade, proliferação, adesão e diferenciação dos mioblastos após 

diferentes períodos de incubação. Com este propósito, foram utilizados 
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mioblastos C2C12 que derivam de músculo esquelético de camundongos e 

exibem a maioria das características dos mioblastos normais (diferenciam-se 

em cultura), propiciando um bom modelo para estudar a regeneração muscular.  

Nossa suposição é que a administração do anabolizante decanoato de 

nandrolona aumentaria a proliferação e adesão das células musculares C2C12, 

estimulando assim o crescimento celular que ocorre principalmente como o 

objetivo de repor as células danificadas como ocorre em uma lesão muscular. 
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Resumo 

Contextualização: Estudos apontam que o anabolizante esteróide decanoato 

de nandrolona (Deca-Durabolin®) pode modular a regulação do ciclo celular, 

porém pouco é conhecido a respeito de seus efeitos sobre células musculares. 

Os anabolizantes são utilizados na indução do aumento da massa muscular e 

melhora no desempenho. Objetivo: Avaliar o efeito do anabolizante Deca-

Durabolin® sobre a proliferação e adesão das células musculares esqueléticas 

precursoras C2C12. Metodologia: As células foram cultivadas em DMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e em situação de carência 

nutricional (5% SFB) sendo posteriormente incubadas com o anabolizante nas 

concentrações de 5, 10, 25 e 50µM. Os grupos que não receberam o 

anabolizante nem o veículo serviram como controle. A proliferação foi avaliada 

após 24, 48 e 72h e a adesão após 20, 40 e 60 minutos de incubação, 

utilizando o método de MTT. Foram realizados três experimentos 

independentes, em cada condição citada, e os resultados submetidos à análise 

estatística com nível de significância de 0,5% (p ≤ 0,05 - ANOVA/Tukey). 

Resultados: Os resultados permitiram verificar que não houve diferença na 

proliferação e adesão entre células musculares tratadas com o anabolizante e 

as culturas controles em todos os parâmetros avaliados. Conclusão: O 

anabolizante decanoato de nandrolona, nas concentrações avaliadas, não foi 

capaz de alterar a proliferação e adesão de células musculares C2C12. 

 

Palavras-chave: decanoato de nandrolona, células musculares, proliferação, 

adesão. 
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Abstract  

Backgroud: Studies indicate that the anabolic nandrolone decanoate (Deca-

Durabolin®) can modulate cell cycle regulation, but little is known about its 

effects on muscle cells. Anabolic steroids are used to improve muscle mass and 

performance in the performance of exercises. Objectives: To evaluate the 

effect of anabolic Deca-Durabolin ® on the proliferation and adhesion of skeletal 

muscle precursor cells C2C12. Methods: The cells were grown in DMEM 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and also in situations of 

nutritional deficiency (5% FBS) were incubated with anabolic at concentrations 

of 5, 10, 25 and 50 µM. The groups that received no anabolic or vehicle served 

as controls. The proliferation and cell adhesion were evaluated by MTT method 

after 24, 48 and 72h of incubation for proliferation and 20, 40 and 60 minutes to 

verify adhesion. Three independent experiments were performed in each 

condition mentioned, and the results submitted to statistical analysis with 

significance level of 0.5% (p ≤ 0,05 - ANOVA / Tukey). Results: Results 

showed no difference in proliferation and cell adhesion between muscle cells 

treated with anabolic and the control cultures in all parameters. Conclusions: 
The nandrolone, in the concentrations used, was not able to change and 

proliferation and adhesion of muscle cells C2C12.  

 

Keywords: nandrolone decanoate, muscle cells, proliferation, adhesion.  
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Introdução 
O músculo esquelético possui grande habilidade de adaptação a 

situações fisiológicas incluindo treinamento, crescimento pós-natal, 

alongamento entre outros e frente à lesão após um trauma direto (como por 

exemplo, lacerações e contusões) ou devido a causas indiretas como isquemia 

e disfunção neurológica1-3. 

Após uma lesão muscular um conjunto finamente orquestrado de 

respostas celulares é ativado, resultando em uma regeneração adequada deste 

tecido e consequentemente em um músculo bem inervado, vascularizado e 

com um aparelho contrátil íntegro1. Como as fibras musculares esqueléticas 

adultas são caracteristicamente bem diferenciadas, esse elevado potencial 

adaptativo é atribuído a uma população de células residentes no músculo 

esquelético adulto, denominadas de células satélites. Em situação de lesão, 

estas células são ativadas, passando a ser chamadas de mioblastos que 

proliferam-se, posteriormente se fundem para formar miotubos e por fim se 

diferenciam para fundirem-se a fibra pré existente ou constituir uma nova fibra 

muscular, de forma a repor à lesionada 4-12. 

As células C2C12 são um bom modelo para estudar a proliferação e a 

diferenciação de células musculares, pois apresentam a maioria das 

características de células musculares normais. A linhagem C2C12, utilizada 

neste estudo, são um subclone da linhagem de células musculares C2, 

isoladas de células-satélites de ratos adultos13. 

Com o intuito de melhorar a massa muscular e o desempenho, o uso 

dos esteróides anabólicos androgênicos (AAS) é cada vez mais freqüente em 

atletas das mais diversas modalidades desportivas14,15. 

Como o principal andrógeno circulante é a testosterona, e já 

demonstrado por alguns estudos realizados em animais, os andrógenos 

apresentam efeitos positivos sobre o aumento da massa e força muscular 

através do receptor androgênico16 e na determinação da massa corporal 

magra17. 

O decanoato de nandrolona é um derivado da testosterona e está entre 

os AAS mais consumidos de acordo com o National Institute on Drug Abuse 

(NIDA, 2000) devido ao seu moderado potencial androgênico associado às 

boas propriedades anabólicas. Isto pode ser  explicado pois a nandrolona sofre 
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ação da enzima 5 α-redutase e produz um metabólito que tem baixa afinidade 

pelo receptor fazendo a própria nandrolona interagir com os receptores para 

esteróides, produzindo respostas anabólicas relativamente maiores18, como 

demonstrado por estudos onde houve aumento significativo no teor de proteína 

corporal total em animais submetidos a tratamento com doses supra 

fisiológicas de decanoato de nandrolona, durante 4 semanas19. 

Alguns estudos apontam que decanoato de nandrolona pode modular a 

regulação do ciclo celular, e assim alterar a massa muscular, mas os processos 

intramusculares ainda não estão bem esclarecidos15,20. Segundo Diel et al 

(2008)20, a nandrolona quando aplicada via sub cutânea em ratos estimula o 

crescimento do músculo esquelético, mas tem propriedades androgênicas 

fracas. Essa observação pode ter relevância no que diz respeito aos aspectos 

terapêuticos, mas também na prevenção de dopagem. 

Um estudo realizado com dois grupos de indivíduos (homens saudáveis 

e homens com positividade para o vírus da imunodeficiência humana 

assintomática) utilizou como tratamentos o anabolizante e exercício de 

resistência e evidenciou que o anabolizante apresentou melhor resultado 

quando associado ao exercício. Portanto a terapia do andrógeno isoladamente 

não melhorou a qualidade muscular (capacidade de geração de força de 

contração muscular contra resistência)21. No entanto, outro estudo realizado 

em ratos demonstrou que a remodelação do tendão muscular pode ser 

prejudicada na presença da combinação de dois tipos de anabolizantes 

andrógenos (Deca-Durabolin® e Durateston®), com ou sem carga de exercício, 

apresentando como resultado a diminuição da atividade MMP-2 enzima que 

atua na modificação ou na degradação dos componentes da matriz extracelular 

em condições normais e de remodelamento dos tecidos22. 

Desta forma o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do anabolizante 

decanoato de nandrolona em diferentes concentrações sobre a viabilidade, 

proliferação e adesão dos mioblastos após diferentes períodos de incubação. 

Foram utilizados mioblastos C2C12 que derivam de músculo esquelético de 

camundongos e exibem a maioria das características dos mioblastos normais 

(diferenciam-se em cultura), propiciando um bom modelo para estudar a 

regeneração muscular.  
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Metodologia  
Cultura celular 

A linhagem celular C2C12 utilizada no presente trabalho é um subclone 

da linhagem celular de mioblastos C2, células derivadas de células-satélite de 

ratos adultos23,24. Estas células foram cultivadas no meio de cultura de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) contendo 5 e 

10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 1% antibiótico 

solução antimicótica (CULTILAB) e mantidas em estufa  37ºC, numa atmosfera 

úmida contendo 5% de CO2.  O monitoramento do crescimento celular foi feita a 

cada 24 horas e quando a monocamada celular se tornava subconfluente para 

a perpetuação da linhagem celular, foi realizado o subcultivo com lavagem 

tampão PBS1X (NaCl 140mM; KCl 2,5mM; Na2HPO4 8mM; KH2PO 1,4mM; pH 

7,4) e solução de tripsina. As células foram centrifugadas a 1200rpm e 

posteriormente ressuspensas em 1ml de meio 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%. 

 

Ensaio de viabilidade (proliferação) celular (MTT) 
A viabilidade (proliferação) celular foi avaliada após 24, 48 e 72h da 

incubação com o decanoato de nandrolona Deca-Durabolin® (Organon, Brasil) 

nas concentrações finais de 5µM, 10µM, 25 µM e 50µM14 (Organon, Brasil) ou 

do veículo da droga (1,5:1 - álcool benzílico/óleo de amendoim)22, adicionado 

em diferentes quantidades de acordo com as concentrações utilizadas do 

anabolizante (veículo 5, 10, 25 e 50 µM respectivamente). 

A metodologia utilizada para avaliação da viabilidade e proliferação 

celular se baseia na habilidade da enzima mitocondrial desidrogenase, 

encontrada somente em células viáveis, em clivar os anéis de tetrazólio do 

MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl 

blue), formando cristais azuis escuros de formazana, os quais são 

impermeáveis às membranas celulares, ficando então retidos no interior das 

células viáveis25. A posterior lise celular faz com que estes sais de formazana 

sejam liberados. O número de células viáveis é diretamente proporcional ao 

nível de cristais de azul de formazana formados. 
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Foram utilizadas para este ensaio 1x103 células/poço adicionadas a 

placas de cultura de fundo chato de 96 poços, estéreis (Costar) e incubadas a 

37oC e 5%CO2  durante os diferentes períodos de incubação avaliados, ou seja, 

24, 48 e 72 horas. As células foram mantidas em DMEM e duas condições 

diferentes de cultivo foram avaliadas, sendo a primeira a situação regular 

quanto ao suprimento nutricional, ou seja, 10% SFB e a segunda em situação 

de carência nutricional (5% SFB) para simulação de lesão26. 

Ao término do período de incubação, foi feita a lavagem dos poços com 

PBS1X (NaCl 140mM; KCl 2,5mM; Na2HPO4 8mM; KH2PO 1,4mM; pH 7,4)  

para remoção das células mortas e adicionado o MTT (0,5 µg/ml) (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5,-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) e realizada a incubação das células por 4h a 37oC e 5%CO2. 

Em seguida, foi adicionado isopropanol para solubilizar os cristais formados. 

Por fim, foi realizada a leitura da absorbância a 620nm com auxílio de um leitor 

de placas (Anthos 2020, Anthos Labtec Instruments, Wals, Áustria)27,28. Todos 

os experimentos foram repetidos 3 vezes, de forma independente, e cada 

amostra foi analisada em quadruplicata.  

    

Ensaio de adesão celular  
Para a realização dos ensaios de adesão celular, as células musculares 

foram cultivadas em DMEM contendo 10% SFB, foi adicionado o anabolizante 

Deca-Durabolin® (decanoato de nandrolona) nas concentrações finais de 5µM, 

10µM, 25 µM e 50µM ou somente o veículo da droga (nas proporções 

utilizadas para as diferentes concentrações utilizadas do anabolizante) a 0,5 

x105 células/poço, em placas estéreis de 96 poços. A análise foi realizada 

utilizando o protocolo descrito anteriormente para o ensaio de proliferação 

(MTT), após 20, 40 e 60min de incubação com a droga ou somente com o 

veículo da droga. Células cultivadas na ausência do anabolizante ou veículo 

serviram como controle.  

 
Análise estatística  

As comparações entre os grupos foram feitas utilizando análise de 

variância ANOVA sendo o teste de Tukey utilizado para determinar diferenças 

significativas entre os grupos experimentais. Valores de p < 0,05 foram 
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considerados estatisticamente significativos. Os dados foram analisados por 

meio do programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, 

EUA).  

 

Resultados 
 
 Efeito do anabolizantedecanoato de nandrolona (Deca-Durabolin®) sobre 
a viabilidade, proliferação e adesão de células musculares  

Os resultados permitiram verificar que não houve diferença significativa 

na viabilidade e proliferação celular, avaliada pelo método MTT, entre as 

células musculares tratadas com o anabolizante e as células controle tanto na 

situação de carência nutricional (5% de SFB) (figura 1) quanto na condição de 

cultivo em meio regular (10% de SFB) (figura 2). O mesmo pode ser observado 

para a adesão celular uma vez que esta não sofreu alteração na presença do 

anabolizante utilizado, após os diferentes períodos de incubação avaliados 

(figura 3). Além disso, foi possível verificar que houve um aumento do número 

de células com o aumento do período de incubação, tanto no grupo controle 

quanto nos tratados, conforme esperado (figuras 1, 2 e 3).  
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Figura 1. Avaliação da proliferação e viabilidade celular mensurada como 

absorbância (DO620nm) pelo MTT das culturas de células musculares 

cultivadas em situação de carência nutricional (simulação de lesão - 5% de 

SFB) por 24, 48 e 72h, na ausência (controle) e presença do anabolizante 

decanoato de nandrolona em diferentes concentrações ou somente com o 

veículo da droga adicionado em diferentes quantidades de acordo com as 

respectivas concentrações avaliadas do anabolizante. 
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Figura 2. Avaliação da proliferação e viabilidade celular mensurada como 

absorbância (DO620nm) pelo MTT das culturas de células musculares 

cultivadas em situação em meio regular (10% de SFB) por 24, 48 e 72h, na 

ausência (controle) e presença do anabolizante decanoato de nandrolona  em 

diferentes concentrações ou somente com o veículo da droga. 
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Figura 3. Avaliação da adesão das células musculares na ausência (controle) e 

presença do anabolizante decanoato de nandrolona em diferentes 

concentrações. 

 

Discussão 
 

  A cultura celular é definida como um artefato, permitindo que o 

pesquisador tenha um controle rigoroso sobre diversas variáveis do 

processo e possa fazer questionamentos de maneira mais sistemática. 

Portanto, estudos in vitro avaliando o potencial do anabolizante decanoato 

de nandrolona são importantes complementos dos estudos in vivo, e podem 

trazer maiores conhecimentos de forma a permitir a utilização desse 

anabolizante esteróide de forma mais eficaz e segura29. 

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do anabolizante 

decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin®) sobre a proliferação e adesão de 

células musculares em situação de carência nutricional (simulação de lesão - 

5% de SFB) e em situação em meio regular (10% de SFB). No entanto, os 

resultados evidenciaram que a utilização do anabolizante decanoato de 

nandrolona nessas células não proporcionou alteração sobre a proliferação e 

adesão celular em todas as concentrações avaliadas. É importante ressaltar 

que, apesar de o anabolizante decanoato de nandrolona não ter induzido 
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aumento de proliferação, não causou sua inibição, sendo observado o aumento 

do número de células após 48h quando comparado a 24h e 72h, quando 

comparado ao período de 48h de incubação, não apresentando desta forma, 

efeito citotóxico, nestas concentrações. Da mesma forma frente à adesão 

celular, não houve alteração da proliferação e adesão celular na presença do 

anabolizante, nos diferentes períodos avaliados.  

  A linhagem celular C2C12 utilizada representa um bom modelo para 

estudar a proliferação e a diferenciação de células musculares. O uso de 

linhagens celulares para a análise da proliferação celular elimina a 

possibilidade de o anabólico esteróide decanoato de nandrolona interferir na 

produção de fatores de crescimento de células não-miogênicas contidas em 

culturas primárias, como fibroblastos e macrófagos 26,30,31. 

O modelo de lesão muscular utilizado, ou seja, cultivo em situação de 

carência nutricional, foi baseado no fato de que, imediatamente após a lesão 

muscular a área traumatizada sofre lesão isquêmica, ocasionando falta de 

nutrientes e oxigênio, e que as células cultivadas no soro de baixa e média 

concentrações passem pelo mesmo processo32. Assim, as condições de 

estresse in vitro podem ser realizadas por diferentes linhagens de células 

variando a concentração de SFB no meio de cultura. Utilizando um meio de 

cultura suplementado com SFB 5%, a viabilidade das células C2C12 é mantida, 

mas as taxas de crescimento são significativamente inferiores às das células 

cultivadas26. Shefer (2003)32 e Ferreira (2009)26, verificaram em seus estudos 

que a utilização de meio de cultura com 5% de soro fetal bovino mantinham a 

viabilidade das células C2C12, mas que as taxas de crescimento eram 

significativamente inferiores as das células cultivadas em meio com 10% de 

soro fetal bovino. 

Este fato pôde ser observado nos resultados apresentados uma vez que 

a taxa de crescimento foi inferior nas células cultivadas em deficiência 

nutricional (5% de SFB) em comparação as  células mantidas com suplemento 

nutricional regular (10%  de SFB). 

Nossos estudos demostraram que as concentrações do anabolizante 

decanoato de nandrolona nas culturas celulares propostas em neste estudo, ou 

seja  deficiência nutricional (5% de SFB simulação de uma lesão muscular) e 

as  células mantidas com suplemento nutricional regular (10%  de SFB) não 
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apresentaram alterações no crescimento celular. Provavelmente estas células 

para apresentarem uma resposta de crescimento neste período proposto (24, 

48 e 72 horas) necessitariam de uma concentração de anabolizante maior. Se 

aumentássemos o período de incubação para mais horas fugiríamos do 

prolotocolo de curto prazo que são estabelecidos até 72 horas. 

O mesmo pode ter ocorrido com relação a adesão celular. Nossos dados 

mostraram que não houve aumento da adesão das células tratadas com o 

anbolizante em comparação ao grupo controle e aos demais. 

A dificuldade de comparação dos nossos resultados com outros 

descritos na literatura são grandes, uma vez que não encontramos a utilização 

do anabolizante decanoato de nandrolona em culturas celulares utilizando 

como modelo a linhagem C2C12 juntamente com as condições de nutrição 

celular proposta neste estudo. 

Já em estudos in vivo encontramos relatos que referem os  efeitos 

benéficos em termos de massa muscular e capacidade contrátil após uso de 

anabolizantes. Lewis et al, (1999)33 evidenciam uma melhora significativa da 

função contrátil do diafragma, avaliada isométrica e isotonicamente, após 

administração prolongada de nandrolona em ratos machos, observando uma 

hipertrofia de todos os tipos de fibra, com um ligeiro aumento na proporção de 

fibras do tipo II em animais submetidos à nandrolona, a contribuição relativa 

dos tipos de fibra da área total do diafragma permaneceu semelhante entre 

animais submetidos à nandrolona e animais controle. Outro estudo realizado 

com pacientes submetidos à hemodiálise 3 vezes por semana demonstrou 

que associação de nandrolona com exercícios de resistência para membros 

inferiores por 12 semanas, aumentou a área transversal do músculo 

quadríceps, concluindo que tanto o decanoato de nandrolona quanto o 

exercício resistido parecem  ser opções seguras para o tratamento da perda 

de massa muscular e fraqueza deste pacientes34.  

Em adição, outros estudos in vivo demonstram que os efeitos do 

decanoato de nandrolona foram dependentes da musculatura avaliada, tempo 

de tratamento, dose e associação ou não com exercícios, sendo todos capazes 

de promover o aumento da massa muscular20, 33-35, alteração do ciclo celular15, 

densidade mineral óssea36, crescimento ósseo 37 e segundo estudos o receptor 

de andrógeno tem grande influência nestes efeitos20,38,39. Este fato nos auxilia 
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no questionamento da possibilidade do decanoato de nandrolona interferir no 

processo de reparo muscular e como outros tipos celulares estão envolvidos 

diretamente ou não diretamente sobre a proliferação das células musculares. 

Com relação ao remodelamento de tendões Marqueti et al, (2006)22 

evidenciaram que o tratamento utilizando o decanoato de nandrolona (Deca-

Durabolin®) prejudicou este processo em tendões de animais submetidos ao 

exercício físico, aumentando assim o potencial de lesão tendínea.  

D'Ascenzo et al, (2007)14 avaliaram o efeito do decanoato de nandrolona 

em cultura celular, porém utilizou células endoteliais humanas (HUVECs), 

dificultando a comparação com os presentes achados. Em seu estudo utilizou 

vários tipos de anabolizantes, dentre eles a nandrolona, para verificar o efeito 

destes sobre a proliferação, apoptose e concentração de cálcio intracelular 

([Ca2 +] i). Estes autores verificaram que a nandrolona induziu a inibição do 

crescimento celular na concentração de 9 µM, em 24, 48 e 72 horas e 18% 

destas células cultivadas por 72 horas entraram em apoptose com aumento 

significativo de [Ca2 +] i tanto na condição aguda, quanto e em culturas 

tratadas a longo prazo, sugerindo que andrógenos esteróides modulam níveis 

intracelulares de cálcio independente do tempo de incubação. 

Em conclusão, o anabolizante esteróide decanoato de nandrolona 

(Deca-Durabolin®) nas concentrações utilizadas não foi capaz de alterar a 

viabilidade e proliferação celular, avaliada pelo método MTT, tanto na situação 

de carência nutricional (5% de SFB), quanto na condição de cultivo em meio 

regular (10% de SFB). Novos estudos são necessários para o melhor 

entendimento de outros possíveis efeitos do anabolizante esteróide decanoato 

de nandrolona sobre essas células como, por exemplo, no processo de 

diferenciação celular. Estes conhecimentos poderão auxiliar o estabelecimento 

de protocolos clínicos adequados a serem utilizados para um melhor reparo e 

recuperação clínica de paciente que sofreu algum tipo de lesão muscular.  
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Resumo  
Os anabolizantes androgênicos esteróides (AAS) são utilizados com o objetivo 
de melhorar a massa muscular e o desempenho na prática desportiva. 
Objetivo: Avaliar o efeito do anabolizante decanoato de nandrolona sobre a 
expressão dos marcadores miogênicos MyoD e miogenina e sobre a 
proliferação a longo prazo das células musculares esqueléticas C2C12. 
Metodologia: As células foram cultivadas em DMEM suplementado com 10% 
de soro fetal bovino (SFB) e em situação de carência nutricional (5% SFB) e  
incubadas com o decanoato de nandrolona nas concentrações de 5, 10, 25 e 
50µM ou com o veículo para avaliação da proliferação celular em longo prazo 3 
e 5 dias. O grupo controle foi representado por culturas celulares que não 
receberam o anabolizante/veículo.  A avaliação da proliferação foi realizada 
pelo método MTT.  A expressão dos marcadores miogênicos foi avaliada em 
células cultivadas com 10% de soro fetal bovino após 2, 4 e 8h do tratamento 
com o anabolizante/veículo na dosagem de 5 µM utilizando o PCR em tempo 
real e primers específicos para os marcadores miogênicos miogenina e MyoD. 
Foram realizados três experimentos independentes e os resultados submetidos 
à análise estatística (p ≤ 0,05 - ANOVA/Tukey). Resultados: Os resultados 
evidenciaram um aumento estatisticamente significativo na proliferação das 
células musculares tratadas com anabolizante na concentração de 5µM e 
25µM com relação as demais concentrações e ao controle, na situação de meio 
regular e simulação de lesão respectivamente. Com relação a expressão 
gênica foi verificado que após 8 horas da incubação os mioblastos C2C12 
apresentaram um aumento na expressão da miogenina em comparação aos 
demais períodos embora não tenham sido verificadas alterações significativas 
entre o grupo controle e os grupos tratado com anabolizante ou veículo 
enquanto que a expressão de MyoD não sofreu alteração nos períodos e 
grupos avaliados. Conclusão: O anabolizante induziu aumento de proliferação 
das células musculares após cinco dias de forma dose dependente, tanto em 
situação regular como na simulação de lesão e, além dissso, houve aumento 
na expressão de miogenina após 8h em todos os grupos avaliados. 

 
Palavras-chave: decanoato de nandrolona, mioblastos, proliferação, 
diferenciação.  
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Abstract 
The androgenic anabolic steroids (AAS) are used with the aim of improving 

muscle mass and performance in sports. Objective: To evaluate the effect of 

anabolic steroid nandrolone decanoate on the expression of myogenic markers 

MyoD and myogenin and the long-term proliferation of C2C12 skeletal muscle 

cells. Methods: Cells were grown in DMEM supplemented with 10% fetal 

bovine serum (FBS) and in situations of nutritional deficiency (5% FBS) and 

incubated with the steroid at concentrations of 5, 10, 25 and 50μM and quantity 

of its vehicle for evaluation of cell proliferation in long term 3 to 5 days. The 

control group was represented by cell cultures that had not received anabolic / 

vehicle. The evaluation of long-term proliferation was measured by 

mitochondrial activity (MTT assay). The expression of myogenic markers was 

assessed in cells grown with 10% fetal calf serum at 2, 4 and 8 hours of 

treatment with steroid or vehicle at a dosage of 5 µM using real time PCR and 

primers specific for the myogenic markers myogenin and MyoD. Three 

independent experiments were performed and the results submitted to 

statistical analysis (p ≤ 0.05 - ANOVA / Tukey). Results: The results showed a 

statistically significant increase in proliferation of muscle cells treated with 

steroid at a concentration of about 5µM e 25µM and the other concentrations 

and control of the situation through regular and simulation of injury respectively. 

In gene expression found that after 8 hours of incubation, C2C12 myoblasts 

showed an increased expression of myogenin in comparison to other periods 

veirifcadas although no significant changes between the control group and 

groups treated with steroid or vehicle while MyoD did not change during the 

periods and groups. Conclusion: The anabolic induced increase in muscle cell 

proliferation after five days in a dose-dependent manner, in both regular and 

nutritional deficient conditions, there was an increased in myogenin expression 

after 8 h in all experimental groups.  

 

Keywords: nandrolone decanoate, myoblasts, proliferation, differentiation. 
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Introdução  

Os anabolizantes androgênicos esteróides (AAS) são utilizados com o 

objetivo de melhorar a massa muscular e o desempenho na prática desportiva. 

A lesão muscular é algo freqüente em atletas e a busca por um processo de 

reparo rápido e eficiente tem se tornado cada vez mais evidente na prática 

clínica vem aumentando a necessidade de estudos na área1. 

O músculo esquelético do adulto é altamente adaptável ao estresse e 

esta característica se deve em parte à sua notável capacidade regenerativa e 

capacidade de manutenção do trabalho da musculatura esquelética2,3. Sua 

estrutura consiste de fibras musculares e células satélites embebidas em uma 

matriz extracelular (MEC)4. Estas células encontram-se em estado quiescente 

e estão localizadas entre a lâmina basal e o sarcolema das fibras 

musculares2,5.  

A capacidade de adaptação frente a estímulos como envelhecimento, 

exercício, alteração hormonal, estimulação elétrica, alteração funcional, entre 

outros se deve em grande parte a presença destas células precursoras4,5,6 . 

Além disso, representam são a principal fonte de crescimento e regeneração 

muscular responsável pelo crescimento muscular pós-natal,6,7. 

Depois de ativadas, essas células, passam a se chamar mioblastos8 que  

proliferam e em seguida, se diferenciarem e se fundem em miotubos 

multinucleados. Este processo é chamado de miogênese e é essencial para o 

desenvolvimento muscular pós-natal e manutenção, bem como para a 

reparação das fibras do músculo lesionado9. Em contraste, as células satélites 

ativadas podem sair do ciclo celular, restabelecer um estado de descanso, e 

podem se estimuladas novamente para reiniciar o ciclo celular, sugerindo que 

as células são capazes de auto-renovação ou reposição de um “pool” residual 

de células10,11,12.  

Durante as etapas da miogênese as células expressam fatores 

miogênicos regulatórios entre eles o MyoD que marca  a ativação das células 

satélites (proliferação) e a miogenina que marca o início da diferenciação13. 

Estas etapas podem ser divididas em duas fases: determinação e 

diferenciação. A determinação é o evento em que as células satélites 

pluripotentes, que estão se multiplicando, são mobilizadas para o processo 



41 
 

 
 

miogênico, transformando-se em mioblastos. A diferenciação ocorre quando os 

genes dos miotúbulos iniciam sua expressão músculo-específica, e então os 

mioblastos param de se multiplicar, e as fibras musculares passam a crescer 

quase que somente em volume14,15. Os mioblastos que expressam Myf5 e 

MyoD, tornam-se miócitos diferenciados e iniciam a expressão dos MRFs 

miogenina e MRF4, genes que regulam a diferenciação dessas células em 

fibras musculares multinucleadas, tornando o músculo esquelético um tecido 

estável16. 

A resposta de crescimento celular com o intuito de acelerar o processo 

de reparo do tecido muscular esquelético parece exigir a integração de vários 

estímulos de sinalização incluindo o fator hormonal17. A indicação terapêutica 

para o uso de hormônios esteróides androgênicos (“anabolic-androgen 

steroids” – AAS) está associada vários quadros, inclusive de perda   

muscular18-29.  

Como o processo de reparo muscular é muito lento e, dependendo da 

gravidade da lesão, muitas vezes ocorre uma recuperação parcial, encontrar a 

melhor forma de tratamento para todas as fases da reparação muscular é uma 

questão desafiadora em reabilitação30,31. 

Alguns estudos relatam que o anabolizante decanoato de nandrolona 

(Deca-Durabolin®), um derivado da testosterona com propridades anabólicas 

boas, pode modular o ciclo celular e assim alterar a massa muscular, mas os 

processos envolvidos ainda não estão bem esclarecidos 5,17,32.  

Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do 

anabolizante decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin®) na expressão de 

marcadores miogênicos e proliferação das células musculares em longo prazo.  

 
Material e Métodos 
Cultivo celular  
 A linhagem das células C2C12 é um subclone da linhagem celular de 

mioblastos C2, células derivadas de células-satélite de ratos adultos33,34  e 

foram doadas pelo Dr. José Ernesto Belizario da Universidade de São Paulo, 

Brasil. As células C2C12 foram cultivadas em meio Dulbecco modificado por 

Eagle (DMEM, CULTILAB, Campinas, SP, Brasil), suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (FBS, CULTILAB), e 1% antibiótico solução antimicótica 
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(CULTILAB), a 37º.C, em uma atmosfera úmida com 5% de CO2. As células 

foram mantidas em densidades de subconfluência e subcultivadas a cada 2-3 

dias. Antes dos experimentos, todas as culturas de células foram examinadas 

com um microscópio de luz (Eclipse TE 2000U, Nikon, Melville, NY, EUA) e a 

viabilidade das culturas foi confirmada pelo teste de exclusão Azul de Trypan 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).  

 As células foram cultivadas em meio de cultura de Eagle modificado por 

Dulbecco (DMEM, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) contendo 10% de soro fetal 

bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil) e 1% antibiótico solução 

antimicótica (CULTILAB) e mantidas em estufa  37ºC, numa atmosfera úmida 

contendo 5% de CO2.  Para simulação de lesão (estresse celular), as células 

também foram cultivadas em situação de carência nutricional (5% de SFB)35 e, 

portanto permitindo a observação dos possíveis efeitos das diferentes 

concentrações do anabolizante na proliferação. 

 

Avaliação da expressão dos marcadores miogênicos 
 
Extração de RNA total  

Para a realização da extração de RNA total, os mioblastos C2C12 

foram cultivados em DMEM contendo 10% SFB e para esta etapa foram 

utilizadas 1,5X106 células cultivadas em placas de petri de 4 cm de diâmetro, 

estéreis (marca TPP), com meio de cultura DMEM, a 37oC e 5% de CO2,. 

Foram analisadas três condições: (a) Mioblastos controle (sem tratamento); (b) 

Mioblastos tratados com decanoato de nandrolona (5µM); (c) Mioblastos 

tratados com veículo (quantidade respectiva). Os grupos tratados foram 

avaliados 2, 4 e 8h após a incubação do anabolizante ou veículo. A escolha da 

concentração foi baseada em experimentos anteriores que não evidenciaram 

diferenças na proliferação celular em curto prazo nas diferentes concentrações 

e, desta forma, foi usada a menor concentração para otimizarmos a utilização 

do anabolizante uma vez que esta técnica permite avaliar de forma sensível as 

alterações na expressão gênica.   

Após o período de incubação as células foram homogenizadas em 

1ml do reagente TRIzol (Invitrogen, São Paulo, Brasil), para iniciar o isolamento 



43 
 

 
 

do RNA total, seguindo as orientações do fabricante. Na seqüência, foi 

realizada a centrifugação das amostras e feita a transferência do sobrenadante 

para um novo microtubo. Foram  adicionados 200µl de clorofórmio para 

separação das diferentes frações (DNA, RNA e proteína) e a transferência da 

fase aquosa superior contendo o RNA total para um novo microtubo. Por fim, 

foram adicionados 500µl de isopropanol para precipitação do RNA total. A 

ressuspensão do RNA total precipitado foi feita utilizando água livre de RNAse 

e as amostras foram armazenadas a - 80 °C. 

O RNA total foi quantificado por espectrometria em 260nm e todas as 

amostras foram tratadas com DNAse (Invitrogen) para evitar contaminação 

com DNA genômico. Todas as soluções utilizadas para os procedimentos 

descritos foram preparadas com água livre de RNAse tratada com 0,01% de 

DEPC (Dimetil pirocarbonato) e, além disso, os materiais plásticos e vidraria 

também receberam tratamento contra RNAse. 

 
Síntese de cDNA e PCR (reação em cadeia da polimerase) quantitativo 

Para análise da expressão gênica foi utilizada a síntese de cDNA e o PCR 

em tempo real. A transcrição reversa (RT) foi realizada em uma reação de 200 

μl, na presença de 50 mM Tris-HCl, pH 8.3, 3mM MgCl2, 10 ditiotreitol mM, 0,5 

mM dNTPs e 50ng de primers aleatórios com 200 unidades de Moloney murino 

transcriptase reversa do vírus da leucemia (Invitrogen). As reações foram 

mantidas em condições de 20 ° C por 10 min, 42 ° C por 45 min e 95 ° C por 5 

minutos. Um microlitro da reação do RT foi utilizada para realização do PCR 

em tempo real. 

A PCR em tempo real foi realizada utilizando o kit SYBRGreen (Applied 

Biosystems, E.U.A.) em 7000 Sequence Detection System (ABI Prism, da 

Applied Biosystems, Foster City, CA). As condições utilizadas foram 50°C por 

2min, 95°C por 10 min., seguido por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C 

por 1 min. Os experimentos foram realizados em triplicata para cada ponto de 

dados. A abundância de MyoD e miogenina RNAm foi quantificada como um 

valor relativo em comparação com a expressão de gene constitutivo (GAPDH). 

Os primers utilizados para a reação de PCR em tempo real foram: 

GAPDH (GenBankTM número de acesso NM 017008) senso 5'- 
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TGCACCACCAACTGCTTAGC -3' e anti-senso GCCCCACGGCCATCA -3'36; 

MyoD senso 5’ GGA GAC ATC CTC AAG CGA TGC e anti-senso AGC ACC 

TGG TAA ATC GGA TTG (produto de amplificação: 80pb)37;     Miogenina 

senso 5`ACTACCCACCGTCCATTCAC- 3' e anti-senso 

3'TCGGGGCACTCACTGTCTCT 5` (produto 233) 39. 

Os valores quantitativos para RNAm de MyoD, miogenina e GAPDH 

foram obtidos a partir do número de ciclos (CT – treshould cycle), em que há 

aumento do sinal associado a um crescimento exponencial dos produtos de 

PCR. 

As curvas de fusão foram geradas no final de cada corrida para garantir a 

uniformidade do produto.  O nível de expressão relativa do gene alvo foi 

normalizado com base na expressão GAPDH como controle endógeno. ΔCt 

valores das amostras foram determinados subtraindo o valor médio de Ct 

MyoD/miogenina RNAm Ct do valor médio da GAPDH de controle interno. 

Como é raro usar ΔCt como dados relativos devido a esta característica 

logarítmica, o parâmetro 2 ΔCt foi utilizada para expressar os dados de 

expressão relativa.  

 

Avaliação da proliferação celular em longo prazo  
Para realização do protocolo de proliferação em longo prazo, foi 

adicionado o anabolizante decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin®) 
(Organon, Brasil) nas dosagens 5, 10, 25 e 50µM e quantidade respectiva do 

veículo (constituição 1 ½ de álcool benzílico para 1 de óleo de amendoim)40 

nos mioblastos C2C12 e posteriormente realizamos a análise em diferentes 

períodos de incubação (3 e 5 dias). As células do grupo controle não 

receberam o anabolizante e nem o veículo. Foram utilizadas 2x102 de células 

em placas de 96 poços de fundo chato nas situações de cultivo de carência 

nutricional  (5% de SFB) e  regular (10% de SFB).  

A escolha das concentrações utilizadas baseou-se no estudo 

realizado por D´Ascenzo et al (2007)1. Após o término do período de incubação 

foi realizada a análise da atividade mitocondrial para avaliar a viabilidade e 

proliferação celular. A função mitocondrial dos mioblastos C2C12 foi avaliada 

por meio do ensaio MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5,-diphenyltetrazolium 

bromide) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Depois da incubação com o 
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anabolizante/veículo por 3 e  5 dias, o MMT foi adicionado às culturas celulares 

numa concentração de 0,5 mg/mL e as células foram incubadas num ambiente 

úmido,contendo 5% CO2 , a 37°C por 3h. Após este período, 100 µl de 

isopropanol foram adicionados em cada poço para solubilizar os cristais de 

formazana. A absorbância foi medida a 620 nm usando um leitor de 

microplacas (Anthos2020, Anthos Labtec Instruments, Wals, Austria).  

As amostras foram feitas em quadruplicatas e apresentados como 

médias e desvio padrão.  

 

Análise estatística  

As comparações entre os grupos foram realizadas por análise de 

variância, ANOVA, sendo o teste de Tukey utilizado para determinar diferenças 

significativas entre os grupos experimentais e o grupo controle. Valores de 

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados foram 

analisados por meio do programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, 

San Diego, CA, E.U.A.). Todas as amostras foram analisadas em quadruplicata 

e realizados três experimentos independentes, embora apenas um experimento 

único representativo de três está exposto em cada figura.    

 

Resultados  

Expressão de marcadores miogênicos  

Com relação a expressão de MyoD pelas células musculares foi possível 

verificar que não houve alteração significativa em todos os períodos e grupos 

experimentais avaliados (figura 1). 
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Figura 1. Análise da expressão gênica MyoD nas células musculares na 

ausência (controle) e presença do anabolizante decanoato de nandrolona na 

concentraçâo  de 5 µM, após 2, 4 e 8h de incubação.  

 

 

Contudo, os resultados de expressão de miogenina demonstraram que 

houve um aumento significativo após 8h em todos os grupos experimentais 

com relação aos períodos de 2 e 4 horas porém também não foram verificadas 

diferenças significativas entre os grupos controle, tratado com o anabolizante 

ou com o veículo (figura 2).     
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Figura 2. Análise da expressão gênica miogenina nas células musculares na 

ausência (controle) e presença do anabolizante decanoato de nandrolona na 

concentraçâode 5 µM, após 2, 4 e 8h de incubação. A mesma letra denota 

diferença estatisticamente significativa (p<0,05/ANOVA/Tukey) 

 

Avaliação da proliferação em longo prazo de células musculares  
 

Em relação a viabilidade e proliferação celular a longo prazo, 

analisada pelo MTT nas células tratadas com anabolizante/veículo nas 

concentrações de 5,10,25 e 50 µM, tanto na situação de carência nutricional 

(5% de SFB)(figura 3) quanto na condição de cultivo em meio regular (10% de 

SFB)(figura 4). Verificamos aumento significativo da proliferação celular em 5 

dias de incubação do anabolizante decanoato de nandrolona nas 

concentrações de 25 e 50µM nas células mantidas em 5% de soro fetal bovino. 

Em relação às células mantidas em em 10% de soro fetal bovino 

verificamos em 5 dias também um aumento da proliferação celular na 

concentração de 5 µM, mas neste mesmo período (5 dias) observamos uma 

redução estatisticamente significante na concentração de 50 µM.  
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Figura 3. Avaliação da proliferação em longo prazo das células musculares 

cultivadas em situação de carência nutricional (simulação de lesão - 5% de 

SFB) por 3 e 5 dias, na ausência (controle) e presença do anabolizante 

decanoato de nandrolona  em diferentes concentrações. (* p< 0,05) 

 

 

 

Figura 4. Avaliação da proliferação em longo prazo das células musculares 

cultivadas em situação em meio regular (10% de SFB) por 3 e 5 dias, na 

ausência (controle) e presença do anabolizante decanoato de nandrolona em 

diferentes concentrações. (* p< 0,05) 
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Discussão 

 

  A cultura celular é, por definição, um artefato, no entanto, permite que 

o investigador tenha um controle rigoroso sobre diversas variáveis. Portanto, 

estudos in vitro avaliando o potencial do anabolizante decanoato de 

nandrolona são importantes complementos dos estudos in vivo, e podem 

trazer maiores conhecimentos de forma a permitir a utilização desse recurso 

de forma mais eficaz e segura39. Neste estudo utilizamos a linhagem celular 

C2C12, pois essas células são um subclone da linhagem de mioblastos C2, 

isoladas de células-satélites de ratos adultos e apresentam a maioria das 

características dos mioblastos normais e são comumente usadas como 

modelo para estudar a proliferação e a diferenciação de células 

musculares33,34. 

Até o presente momento não se encontra na literatura estudos que 

avaliem o efeito do anabolizante decanoato de nandolona (Deca-Durabolin®) 

sobre a expressão dos marcadores miogênicos e proliferação das células 

musculares C2C12. Diante disso, o presente estudo teve este objetivo avaliar 

este efeito em diferentes períodos e concentrações do anabolizante. Os 

resultados evidenciaram um aumento significativo na proliferação das células 

musculares tratadas com anabolizante de forma dose-dependente em ambas 

condições nutricionais de cultivo avaliadas, ou seja, meio regular e deficiente 

que mimetiza a situação de lesão muscular35,41. Este fato sugere um efeito 

benéfico do decanoato de nandrolona no processo de reparo muscular. 

Estudos in vivo demonstraram que os efeitos do decanoato de 

nandrolona foram dependentes da musculatura avaliada, tempo de tratamento, 

concentração e associação ou não com exercícios, sendo todos capazes de 

promover o aumento da massa muscular, densidade mineral óssea, e segundo 

estudos o receptor de andrógeno tem grande influência nestes efeitos 
5,25,42,43,44. Nossos resultados estão de acordo com estes achados uma vez que 

a proliferação celular se alterou de forma dependente com relação aos 

períodos e concentrações utilizadas, sendo observado um aumento após 5 dias 

e nas concentrações de e 50µM, sendo mais evidente em 25µM (5%SFB); 5µM 

(10%SFB) e 25µM na situação de carência nutricional (5%SFB) e na 
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concentração de 5µM na situação de nutrição regular (10%SFB). No mesmo 

período na concentração de 50 µM do anabolizante verificamos uma redução 

em relação ao grupo controle e aos demais grupos. 

Estes resultados nos sugerem que na situação de carência nutricional 

para que haja proliferação celular a concentração do anabolizante precisa ser 

maior se comparado a nutrição regular. Quanto à redução verificada pode-se 

sugerir que em longo prazo uma concentração maior pode causar inibição da 

proliferação. Estes resultados poderiam ser afirmados analizando outros 

períodos e outras concentrações para verificar se estes resultados se 

confirmam. 

Com relação à expressão gênica os resultados evidenciaram que não 

existiram alterações frente ao tratamento com o anabolizante. Porém, após 8h 

houve um aumento significativo na expressão de miogenina em todos os 

grupos experimentias o que sugere que as células após este período de 

adesão, foram capazes de aumentar a expressão deste marcador, sendo este 

relacionado com a diferenciação. Provavelmente em 2 e 4h as células ainda 

estariam muito envolvidas no processo de adesão e com níveis ainda baixos de 

marcadores relacionados com a diferenciação. Os resultados obtidos neste 

estudo são de difícil comparação com outros já realizados, uma vez que as 

células não receberam estímulo para diferenciação (soro de cavalo), como 

utilizado na maioria dos trabalhos disponíveis na literatura, pois o intuito do 

presente estudo foi verificar se o anabolizante seria capaz por si só estimular 

este processo de diferenciação celular além da expressão do marcador. Como 

exemplo pode ser citado o estudo realizado por Lee (2002)42 que induziu a 

diferenciação das células C2C12 com 3% de soro de cavalo e adicionou 10µM 

de etanol ou 10µM de testosterona para analisar a expressão dos marcadores 

miogênicos MyoD e miogenina após 12, 24 e 48 horas. Os resultados 

evidenciaram que a expressão de MyoD em C2C12 não foi afetada na 

presença  de 10µM de testosterona mas que houve aumento da expressão da 

miogenina em 24 horas, indicando que os andrógenos aceleram a 

diferenciação dos mioblastos.  

Em concordância com estes autores, no presente estudo também não 

foram encontradas alterações na expressão do marcador MyoD na presença 

do decanoato de nandrolona, derivado da testosterona. Não é possível a 
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comparação da expressão da miogenina uma vez que esta foi avaliada mais 

precocemente (até 8h) não sendo verificadas alterações significativas, e 

também por que em nosso estudo não induzimos a diferenciação com soro de 

cavalo. 

Já foi relatado por Lewis et al (2007)45 que a expressão da miogenina 

está aumentada no músculo esquelético que sofreu uma lesão e está em 

processo de regeneração, o que deixa claro que a miogenina é um fator 

importante no processo de reparação e de diferenciação dos mioblastos.  

Com relação à lesão muscular, a adminstração do decanoato de 

nandrolona em ratos com lesão causada por miotoxina (bupivacaína), foi 

verifcado um aumento da expressão da MyoD em 14 dias após lesão sugerindo 

que o anabolizante, neste caso, poderia alterar a proliferação das células 

satélites e assim o processo de regeneração msucular46. Em nosso estudo 

mimetizamos a lesão muscular com carência nutricional (5%SFB) verificamos 

um aumento da proliferação  e a expressão do marcador MyoD no período 

analizado não apresentou alteração uma vez que foi avaliado precocemente 

(8h). 

Talvez a avaliação dos marcadores miogênicos influenciados pela ação 

do anabolizante decanoato de nandrolona na concentração utilizada neste 

estudo devesse ser avaliada em outros períodos, como descrito em vários 

trabalhos.  

Alguns estudos  in vitro e  in vivo relatam que os receptores de 

andrógenos são a via necessária para que ocorra o desenvolvimento do 

músculo esquelético e a manutenção da massa e força muscular, devido a 

constante síntese protéica47. Wannenes et al48  verificaram que durante a 

proliferação dos mioblastos C2C12 a expressão do receptor de andrógenos foi 

conseguida utilizando em cultura das dosagens de testosterona 0,1 nM, 1 nM e 

10 nM, sugerindo que nesta fase as células do músculo esquelético possam 

ser capazes para aumentar a sua capacidade de resposta ao andrógeno 

também na presença de baixa concentração de hormônios. Nossos resultados 

estão de acordo com este estudo uma vez que houve o aumento da 

proliferação das células musculares precursoras nas concentrações mais 

baixas do decanoato de nandrolona enquanto que na concetração mais alta 
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utilizada (50µM) houve uma redução significativa na proliferação destas 

células. 

A ação dos andrógenos na regulação da função das células satélites tem 

sido considerada positiva sobre o tamanho e a força muscular, principalmente 

no aspecto clínico, sendo os andrógenos frequentemente utilizados para 

aumentar a massa muscular em homens com deficiência muscular19,49,50. 

O efeito do decanoato de nandrolona também foi avaliado em células 

endoteliais humanas (HUVECs), por D'Ascenzo et al (2007)1 para verificar a 

capacidade sobre a proliferação, apoptose e da concentração de cálcio 

intracelular e observaram que na concentração de 9µM o decanoato de 

nandrolona inibiu a proliferação celular, sendo que nesta dosagem cerca de 

18% destas células cultivadas por 72 horas entraram em apoptose com 

aumento significativo de cálcio intra celular. 

Com base no exposto, fica evidente que o potencial terapêutico do 

anabolizante esteróide decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin®) frente à 

células progenitoras miogênicas está longe de ser estabelecido em virtude de 

novas aplicações serem adicionadas regularmente ao seu repertório. Desta 

forma, novos estudos para o estabelecimento dos mecanismos celulares 

desencadeados pelo decanoato de nandrolona deverão ser realizados de 

forma a compreender melhor o papel dos  andrógenos na diferenciação 

muscular, organização e reparo muscular.  
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS  
O presente estudo permitiu concluir que o anabolizante esteróide 

decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin®) promoveu um aumento 

estatisticamente significativo na proliferação das células musculares tratadas 

com anabolizante na concentração de 5 e 25µM com relação às demais 

concentrações e ao controle, na situação de nutrição regular e na simulação de 

lesão respectivamente. Contudo, em concentrações mais altas do 

anabolizante, houve uma redução significativa desta proliferação.  

Com relação a expressão gênica foi verificado que após 8 horas da 

incubação os mioblastos C2C12 apresentaram um aumento na expressão da 

miogenina em comparação ao controle enquanto que a expressão de MyoD 

não sofreu alteração nos períodos e grupos avaliados. O anabolizante induziu 

aumento de proliferação das células musculares a longo prazo de forma dose 

dependente e, além dissso, houve aumento na expressão de miogenina após 

8h em todos os grupos avaliados. 

O decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin®) nas concentrações 

utilizadas,  não foi capaz de alterar a viabilidade e proliferação celular em curto 

prazo, avaliada pelo método MTT, entre as células musculares tratadas e as 

células controle tanto na situação de carência nutricional (5% de SFB), quanto 

na condição de cultivo em meio regular (10% de SFB). Da mesma forma frente 

à adesão celular, não houve alteração na presença do anabolizante, após os 

diferentes períodos de incubação avaliados.  

Como o anabolizante decanoato de nadrolona é um recurso que 

continua sendo largamente utilizado tanto na prática esportiva quanto 

terapêutica com o objetivo de acelerar o ganho de massa muscular e de 

reabilitação do músculo esquelético, respectivamente, o melhor 

entendimento dos possíveis efeitos do anabolizante sobre as células 

musculares no processo de diferenciação celular, garante o estabelecimento 

de um protocolo mais adequado na utilização dos pacientes com indicação 

no uso deste recurso visando um melhor reparo muscular e recuperação 

clínica dos pacientes. 

A utilização do anabolizante como indicação terapêutica está 

associada à sarcopenia, doença pulmonar obstrutiva crônica com alteração 
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de musculatura diafragmática, lesões musculares pós-trauma, pós lesão 

neurológica, além de outros quandros clínicos como osteoporose, anemia, 

carcinoma mamário. O estabelecimento das dosagens e entendimento na 

ação destes anabolizantes na musculatura esquelética proporcionará um 

tratamento com maior segunça e melhor resposta muscular.  
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ANEXO 1: Protocolo de submissão do artigo para a Revista Brasileira de 
Fisioterapia 

 

ESTUDO 1: “Efeitos do anabolizante deca-durabolin® sobre a proliferação e 
adesão de células musculares" 
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ANEXO 2: Protocolo de submissão do artigo para a Revista Brasileira de 
Fisioterapia 

 
Estudo 2: “Efeito do anabolizante decanoato na expressão de marcadores 
miogênicos e proliferação das células musculares a longo prazo”  
 
 
 

 

 
 

 
 


