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RESUMO 
 
 

O uso de esteróides anabólicos androgênicos (EAA), visando o desenvolvimento rápido de 
massa muscular tem aumento em várias populações do mundo. Apesar dos benefícios 
potenciais destes medicamentos no tratamento de algumas doenças seu uso indiscriminado 
pode causar prejuízos para a saúde, como alterações cardiovasculares e nas funções 
hepáticas. Dados da literatura são controversos em relação à associação entre o uso de EAA e 
desenvolvimento de câncer. Considerando que o câncer é uma doença genética, decorrente de 
alterações em genes envolvidos com a proliferação e diferenciação celular, ou em genes 
envolvidos no reparo do DNA e apoptose, este estudo objetivou avaliar o potencial 
genotóxico dos EAA deca-durabolin®, deposteron® e durateston® usando o teste de 
micronúcleo em medula óssea de roedor. Camundongos machos Swiss com seis a oito 
semanas de idade foram tratados, por meio de injeção intramuscular, com cada droga em três 
concentrações diferentes: dose clínica (DC), dose clínica concentrada cinco vezes (DC 5X) e 
dose clínica concentrada dez vezes (DC 10X). Um grupo de animais tratado com 
ciclofosfamida foi utilizado como controle positivo (CP) e outro grupo (controle negativo), 
com óleo de milho (CN). Os animais foram sacrificados 24h, 48h e 72h depois do tratamento 
e imediatamente a medula óssea foi removida, processada e preparados esfregaços em 
lâminas para microscopia. Micronúcleos foram computados em 1000 eritrócitos 
policromáticos (PCE) para avaliação de danos cromossômicos. Citotoxicidade foi avaliada 
pela determinação da relação PCE-NCE (eritrócito normocromático) em 200 
eritrócitos/animal. A ocorrência de micronúcleo foi significativamente maior nos animais 
tratados com as drogas em maior concentração (DC 10X) em comparação com os outros 
grupos, exceto para o controle positivo. Além disso, esta concentração também induziu atraso 
no ciclo celular revelando efeito citotóxico. Estes resultados indicam que os EAA analisados 
induzem, em camundongos, lesões cromossômicas e são citotóxicos na dependência da 
concentração. 
 
Palavraschave: esteróides anabolizantes, micronúcleo, genotoxicidade, citotoxicidade 

 



 

ABSTRACT 
 
 
The use of anabolic androgenic steroids (AAS) aiming the rapid development of muscle mass 
has increased in several populations worldwide. In spite the potential benefits of these drugs 
in treating some diseases their indiscriminate use can cause damage to health, such as 
alterations in cardiovascular and liver functions. Data from literature are controversial in 
relation to the association between AAS use and cancer development. Considering that 
cancer is a genetic disease, resulting from alterations in genes involved with the cellular 
proliferation and differentiation, or in genes compromised with DNA repair and apoptosis, 
this study aimed to evaluate the genotoxic potential of three ASS: deca-durabolin®, 
deposteron® and durateston® using the micronucleus test in bone marrow of rodents. Swiss 
male mice six to eight weeks of age were treated, by intramuscular injection, with each drug 
at three different concentrations: clinical dose (DC), clinical dose concentrated five times (5X 
DC) and concentrated ten times the clinical dose (DC 10X). One group of animals was 
treated with cyclophosphamide as a positive control (CP) and another group (negative 
control) with corn oil (CN). Animals were sacrificed 24h, 48h and 72h after treatment and 
immediately bone marrow was removed, processed and prepared smears on slides for 
microscopy. Micronuclei were computed in 1000 polychromatic erythrocytes for assessment 
of chromosomal damage. Cytotoxicity was assessed by determining the ratio PCE-NCE 
(erythrocyte normochromatic) in 200 erythrocytes/animal. The occurrence of micronuclei 
was significantly higher in the animals treated with drugs at higher concentration (DC 10X) 
compared to the other groups, except for the positive control. Moreover, the drugs in this 
concentration also induced cell cycle delay revealing cytotoxic effects. These results indicate 
that AAS induces, in mice, chromosomal damage and cytotoxicity in concentration 
dependence. 
 
Keywords: anabolic steroids, micronucleus, genotoxicity, cytotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

Os esteróides anabolizantes androgênicos (EAA) são compostos químicos derivados 

sintéticos da testosterona (GOLDBERG et al., 2000) que possuem atividade anabólica 

superior à androgênica (SU et al., 1993). Estas substâncias aumentam a síntese protéica, a 

oxigenação e o armazenamento de energia, resultando em rápido incremento da massa 

muscular e de sua capacidade de trabalho (FERRFINDEZ et al., 1996; IRIART e 

ANDRADE, 2002). Estas propriedades as tornam bastante sedutoras pelos que objetivam 

aumento da força física e da massa muscular em tempo significativamente menor ao que se 

daria apenas com preparação física. 

Assim, o uso de EAA tem sido disseminado em diversos níveis sociais, incluindo 

esportistas profissionais ou não (TENTORI e GRAZIANI, 2007) e praticantes de musculação 

(IRIART e ANDRADE, 2002), constituindo-se em um problema social e de saúde pública. 

Diversos estudos têm relatado associação entre o consumo de EAA e alterações 

comportamentais (STEENSLAND et al., 2005), dependência a outras drogas (CÉLÉRIER, et 

al., 2006) e diversas doenças (MARAVELIAS, et al., 2005; LILJEQVIST, et al., 2008). 

Os efeitos adversos à saúde decorrentes do uso de EAA mais consistentementes 

documentados são as complicações cardiovasculares, gastrointestinais, hematológicas e 

alterações no ciclo menstrual (STURMI e DIORIO, 1998). Entretanto, estudos apontam para 

a ocorrência de tumores em fígado (STURMI e DIORIO, 1998; MOTTRAM e GEORGE, 

2000) e testículo (LESHNER, 2000). Estes resultados sugerem que os EAA podem ser 

potencialmente carcinogênicos, seja por causar alterações gênicas e/ou cromossômicas ou 

devido ao seu efeito em promover divisão nuclear, como relatado por Eriksson et al. (2005).  

A avaliação do potencial mutagênico dos EAA é de grande importância porque o 

consumo indiscriminado destas substâncias pode contribuir para o aumento na incidência de 

câncer, uma vez que esta é uma doença genética decorrente de alterações em genes 

envolvidos no controle do ciclo celular (proto-oncogenes e supressores de tumor), no reparo 

do DNA (genes mutadores) e na apoptose (WEINBERG, 2000). Devido à disseminação 

destas substâncias entre praticantes não-profissionais de atividade física, a maior incidência 

dessa doença não se restringirá aos esportistas profissionais. Além disso, a doença poderá 

acometer populações mais jovens, haja vista o crescente uso de EAA entre adolescentes 

(IRVING et al.,2002). 

Os testes citogenéticos capazes de detectar danos cromossômicos constituem-se em 



 10

efetivas ferramentas biotecnológicas na detecção de instabilidade genética indicativa de 

maior probabilidade de desenvolvimento de câncer. Segundo Rabello-Gay, Rodrigues e 

Monteleone-Neto (1991), dentre os testes desta natureza, o Teste de Micronúcleo é um dos 

mais promissores. Este teste pode ser aplicado utilizando diversas linhagens celulares de 

diferentes organismos, incluindo células esfoliadas da mucosa oral (HOLLAND et al., 2008) 

e linfócitos (IARMARCOVAI et al., 2008) em humanos, e eritrócitos de camundongos 

(BUTRYEE e KUPRADINUN, 2008). 

O Teste de Micronúcleo em medula óssea de camundongo é amplamente utilizado 

na avaliação da ação genotóxica de substâncias químicas (PEREIRA et al., 2008; LI et al., 

2007; ACEVEDO et al., 2006). Os micronúcleos (MN) são estruturas que resultam de 

fragmentos cromossômicos ou de cromossomos inteiros que se perdem na divisão celular e, 

assim, não são incluídos nos núcleos das células filhas permanecendo no citoplasma das 

células interfásicas (HEDDLE et al., 1973). Na telófase essas regiões cromossômicas são 

incluídas nas células filhas onde podem fundir com o núcleo principal ou formar um ou mais 

pequenos núcleos secundários no citoplasma - os micronúcleos (SARTO et al., 1987). Desse 

modo, MN pode ser considerado um marcador biotecnológico eficaz na avaliação de efeitos 

clastogênicos e/ou aneugênicos de agentes potencialmente genotóxicos. 

O uso de modelos animais é particularmente importante para avaliação da 

genotoxicidade quando populações humanas estão expostas a diversas substâncias, situação 

que pode mascarar ou maximizar os efeitos da substância alvo da investigação. Esta 

dificuldade metodológica é encontrada na avaliação dos efeitos de EEA, uma vez que, é 

comum os usuários consumirem diversos tipos destas drogas simultaneamente (STURMI e 

DIORIO, 1998), em dosagem e freqüência variáveis (IRIART e ANDRADE, 2002). Assim, 

estudos em animais de laboratório são importantes para avaliar a ação dos EAA (WOOD, 

2004) 

Considerando a carência de informações sobre a genotoxicidade dos EAA, 

substâncias de uso cada vez mais frequente na sociedade atual; a eficácia do Teste de 

Micronúcleo na identificação de danos cromossômicos e a positiva relação entre danos ao 

DNA e a iniciação do câncer, objetivou-se com o desenvolvimento deste projeto, avaliar 

utilizando o Teste de Micronúcleo em medula óssea de camundongo, a genotoxicidade dos 

três principais EAA injetáveis (deca-durabolin®, deposteron® e durateston®) utilizados por 

esportistas, segundo o National Institute on Drug Abuse (NIDA, 2001). 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

O crescente uso de EAA no esporte tem registro amplo na literatura 

(MARAVELIAS, et al., 2005; SMURAWA e CONGENI, 2007; THEVIS, KOHLE e 

SCHÄNZER, 2008). Em geral os atletas utilizam estes produtos com o objetivo de superar 

seus limites físicos e vencer competições “a todo custo” (STURMI e DIORIO 1998). Assim 

por questões éticas os EEA representam grande problema nas competições profissionais. 

A despeito das questões éticas, que per se justificariam ações de controle e 

penalidades pelo uso de EAA, estas substâncias extrapolaram as fronteiras do atletismo 

profissional sendo cada vez mais freqüentes entre não-atletas (SJÖQVIST, GARLE e RANE, 

2008). Este fato torna o uso de EAA uma questão de saúde pública, uma vez que há 

consistentes relatos de problemas de saúde, inclusive morte prematura (PETERSSON et al., 

2006) entre usuários destas substâncias. 

Nas duas últimas décadas, tem sido relatado que o uso de EAA pode contribuir para 

o comportamento agressivo e violento (CORRIGAN, 1996). Klötz et al. (2007), realizaram 

estudo objetivando analisar a relação entre mortes decorrentes de crimes violentos e uso de 

EAA. Neste estudo os autores concluíram que o uso de EAA contribuiu para a alta taxa de 

envolvimento em crimes violentos dos usuários destas substâncias, especialmente quando 

combinado com o uso de outras substâncias ilegais. 

O uso de EAA associado a outras substâncias ilegais foi identificado por Iriart e 

Andrade (2002) e há evidência de que o consumo de EAA predispõe o individuo ao uso e 

dependência de opiáceos (WOOD, 2008). Em um estudo de revisão de literatura Wood 

(2008) concluiu que os EAA atuam alterando o sistema de neurotransmissores de opiáceos 

endógenos causando dependência de drogas exógenas em humanos e animais experimentais. 

Devido a esta associação os problemas de saúde podem ser agravados entre os usuários. 

Na literatura são registrados diversos problemas à saúde decorrentes do uso de EAA, 

entre os quais se destacam: fechamento prematuro das epífises ósseas em adolescentes 

(CATLIN e MURRAY, 1996), disfunção hepática (FRIEDL, 2000; SNYDER, 2001) e 

tumores de fígado (MOTTRAM e GEORGE, 2000). 

O potencial carcinogênico dos EAA é sugerido pelos autores que associam câncer e 

uso dessas substâncias (LAMB, 1989; HICKSON, BALL e FALDUTO, 1989). Entretanto os 

estudos que avaliaram a genotoxicidade dos EAA são poucos e controversos. Em estudo de 

revisão de literatura Joosten, et al. (2004), relacionaram sete EAA para os quais pesquisas 
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quanto ao potencial genotóxico haviam sido realizadas. Os resultados são controversos. Na 

maioria destas pesquisas há autores que identificam lesões no DNA decorrentes da exposição 

aos EAA, enquanto outros não encontraram tal associação. Deste modo, Joosten, et al. (2004) 

apontam para a necessidade da realização de outros estudos, uma vez que, segundo esses 

autores, a genotoxicidade dos EAA tem sido pouco estudada. Além disso, não está claro se os 

EAA promovem divisão celular o que aumenta a chance de erros durante a replicação 

(promoção do câncer) ou se estes produtos atuam diretamente induzindo alterações genéticas.  

O esclarecimento acerca da genotoxicidade dos EAA é de significativa relevância, 

uma vez que, como exposto anteriormente, o uso destes produtos é crescente na sociedade. 

Este conhecimento poderá subsidiar práticas de controle e tratamento, além de contribuir para 

o foco das campanhas educativas que visem estimular a prática esportiva saudável, 

profissional ou não, em detrimento à utilização de substâncias exógenas. 

Dentre as doenças associadas ao uso de EAA, o câncer é uma das mais controversas. 

Embora já tenha sido relatado o maior risco de câncer entre usuários (HAUPT e ROVERE, 

1984; HICKSON, BALL e FALDUTO, 1989), a ação destas substâncias na iniciação e 

desenvolvimento da doença não é clara, uma vez que estudos com objetivo de avaliar a 

genotoxicidade e/ou carcinogenicidade dos EAA são poucos (JOOSTEN, et al., 2004). 

Alguns autores, entretanto têm relatado alterações genéticas que corroboram com a possível 

atividade genotóxica e/ou carcinogênica dos EAA. 

Mattioli et al. (2004), expuseram hepatócitos de ratos em cultura a concentrações de 

10μM a 90μM de quatro esteróides (cyproterone acetate, chlormadinone acetate, megestrol 

acetate e potassium canrenoate) e avaliaram com uso do Teste Cometa a genotoxicidade 

destas substâncias. Estes autores demonstraram que o nível de fragmentação ao DNA foi 

significativamente maior, inclusive em relação a dose aplicada, nas células expostas em 

comparação com as culturas que não receberam tratamento com os esteróides. Desse modo, 

os pesquisadores apontam para a ação genotóxica e, possivelmente, carcinogênica, das 

substâncias analisadas. 

O potencial carcinogênico de hormônios esteróides foi também sugerido por Seraj et 

al. (1996). Este grupo de pesquisadores japoneses identificou em cultura de células de fígado 

humano que diversos hormônios esteróides formam ligações covalentes com o DNA. Estes 

complexos denominados adutos de DNA podem ocasionar mutações, que uma vez ocorrendo 

em genes envolvidos com o controle da proliferação celular podem estar relacionados com a 

iniciação do câncer. 

Nantermet et al. (2004) relataram que, em ratos, o esteróide 5α-dihidrotestosterone 
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na concentração 3 mg/kg causa decréscimo no nível de p53 em células da próstata. Segundo 

Weinberg (2000), mutações no gene da p53 podem antecipar o aparecimento de uma 

malignidade plenamente desenvolvida porque nesta situação a proliferação das células 

tumorais será grandemente acelerada. A perda da proteína p53 pode ser tão devastadora para 

a estabilidade do genoma quanto um defeito grave no mecanismo de reparo de DNA 

(WEINBERG, 2000). 

O efeito genotóxico de quatro EAA (testosterona, methyltestosterona, stanozolol e 

oxymetholona) foi avaliado por Martelli et al. (2003). Estes autores analisaram a ação destas 

substâncias sob o sistema de reparo do DNA em hepatócitos in vitro de ratos e humanos. Os 

resultados, segundo os autores, foram controversos. Em concentração de 50μM de 

testosterona, por exemplo, não foi identificada indução de reparo em hepatócitos de ratos, 

mas induziu ativação do reparo em células de humanos. Entretanto stanozolol e 

oxymetholona induziram reparo em células de ratos e não de humanos. Desse modo, os 

autores sugerem que novas avaliações de genotoxicidade devem ser realizadas. 

A utilização de testes de mutagenicidade tem revelado a alguns pesquisadores a 

natureza não mutagênica de hormônios androgênicos (DHILLON et al. 1994; HOLDEN, 

STUDWELL e MAJESKA, 1999) apontando, desse modo, para uma possível ação 

carcinogênica destes compostos por via epigenética (MARTELLI et al., 2003). Entretanto 

segundo Martelli et al. (2003), ação genotóxica não deve ser descartada, uma vez que testes 

de clastogenicidade têm revelado resultados positivos. 

Dhillon et al. (1995) avaliaram em cultura de linfócitos humanos a genotoxicidade 

do esteróide androgênico fluoxymesterona utilizando os endpoints Troca de Cromátides 

Irmãs (SCE) e Micronúcleo (MN). Os autores identificaram, em culturas expostas, 

frequências de SCE e MN significativamente maiores. Resultados similares foram obtidos 

quando os pesquisadores analisaram SCE e MN em Eritrócitos Policromáticos (PCE) em 

camundongos. Assim os autores concluíram que o esteróide apresentou evidente ação 

clastogênica. 

A despeito destes estudos nos quais pesquisadores associaram positivamente danos 

genéticos à exposição a esteróides androgênicos, outros autores não relataram tal associação 

(REIMANN et al, 1996; HOLDEN, STUDWELL e MAJESKA, 1999). Reimann et al. 

(1996) realizaram estudo citogenético para avaliar o potencial genotóxico de dez esteróides 

sexuais, entre os quais dois androgênicos (atamestane e propylmesterolone), com o uso do 

Teste Aberrações Cromossômicas em Linfócitos Humanos in vitro e Teste de Micronúcleo 

em medula óssea de camundongo. Em ambos os testes os esteróides sexuais não 
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apresentaram potencial genotóxico detectável. Resultados similares foram obtidos por 

Holden, Studwell e Majeska (1999) na avaliação da genotoxicidade do esteróide 

oxymetholona. 

A ação genotóxica dos EAA que foram analisados com o desenvolvimento deste 

estudo tem registro escasso na literatura. Pavão et al. (2007) avaliaram utilizando o Teste 

Cometa a possível ação genotóxica dos EAA deposteron®, durateston® e deca-durabolin® e 

não identificaram níveis significativos de danos genéticos em células de sangue períférico de 

fisiculturistas. Entretanto os autores advertem que os mecanismos e as conseqüências da 

genotoxicidade induzida por agentes químicos envolvem processos complexos. 

A toxicidade e alterações fisiológicas decorrentes da exposição a estes produtos em 

humanos e modelos animais tem sido registrada. Karbalay-Doust e Noorafshan (2009) em 

um estudo no qual aplicaram doses de 3 mg/kg de deca-durabolin® em fêmeas de 

camundongos e observaram, após uma semana da exposição, aumento no volume do fígado, 

principalmente devido hiperplasia dos hepatócitos. Alterações cardiovasculares foram 

relatadas por Dornas et al. (2008) em uma revisão de literatura sobre efeitos adversos do 

deposteron®. Silva et al. (2000) após tratamento de fêmeas de camundongo com propionato 

de testosterona demonstraram que este EAA produziu atrofia no epitélio mamário. 

Apesar da controversa acerca da genotoxicidade dos esteróides androgênicos, a 

relação positiva entre exposição a estas substâncias e o maior risco de desenvolvimento de 

câncer é registrada na literatura, como descrito anteriormente. Assim, estudos visando 

esclarecer o potencial dos EAA em danificar o DNA são de significativa relevância, uma vez 

que o câncer é uma doença genética. 
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3 CAPÍTULO 1 

 

Dano cromossômico e efeito citotóxico dos esteroides anabolizantes decanoato de 

nandrolona e ciponato de testosterona em camundongos (Mus musculus)1 

 

RESUMO 

 

O uso de Esteróides Anabolizantes Androgênicos (EAA) objetivando desenvolvimento rápido 

de massa muscular tem aumentado em diversas sociedades. Embora muitas destas drogas 

apresentem ação eficaz no tratamento de diversas doenças o uso indiscriminado pode 

desencadear prejuízo à saúde, a exemplo de alterações cardiovasculares, disfunções hepáticas 

e câncer. Assim, diversos pesquisadores têm investigado a ação mutagênica destas 

substâncias, uma vez que o câncer é uma doença genética decorrente de alterações em genes 

envolvidos nos mecanismos de reparo do DNA, controle da proliferação e diferenciação 

celular. Neste contexto, este estudo objetivou avaliar o potencial genotóxico dos EAA deca-

durabolin® e deposteron® (decanoato de nandrolona e cipionato de testosterona, 

respectivamente) com uso do uso do Teste de Micronúcleo em medula óssea de roedor. 

Camundongos machos Swiss com seis a oito semanas de idade receberam injeções 

intramuscular de deca-durabolin® ou deposteron® em três concentrações. Um grupo controle 

positivo foi tratado com ciclofosfamida e outro (controle negativo) com veículo de diluição da 

droga (óleo de milho). Os animais foram sacrificados 24h, 48h e 72h após tratamento e 

imediatamente procedeu-se à retirada e processamento da medula óssea para computo da 

ocorrência de micronúcleos em 2000 eritrócitos policromáticos (PCE). Efeitos citotóxicos 

foram investigados pela determinação da relação PCE-NCE (eritrócito normocromático) 

através da análise de duzentos eritrócitos/animal. A análise estatística revelou que nos animais 

tratados com as drogas em maior concentração (10X a dose clínica recomendada pelo 

fabricante) a ocorrência de micronúcleo foi significativamente maior em relação a todos os 

demais grupos, exceto o controle positivo. O número de micronúcleos nos outros grupos 

tratados com deca-durabolin® ou deposteron® não diferiu em relação ao controle negativo, 

nem entre eles. Observou-se também que a concentração mais alta provocou redução na 

relação PCE/NCE indicando indução de atraso do ciclo celular. A análise destes resultados 

                                                           
1 Artigo formatado de acordo com as instruções para autores do periódico Mutagenesis (anexo I)  
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permite concluir que os anabolizantes deca-durabolin® e deposteron® têm efeito genotóxico e 

citotóxico dependendo da concentração em que é administrado. 

 

Palavras-chave: cipionato de testosterona, decanoato de nandrolona, genotoxicidade, 

micronúcleo, citotoxicidade. 
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Introdução 

Esteróides anabolizantes androgênicos (EAA) são compostos químicos sintéticos 

derivados de modificações na estrutura da testosterona produzidos para melhorar a atividade 

anabólica em relação à ação androgênica deste hormônio (1). Estes compostos foram 

sintetizados a partir de 1935 com a descoberta da testosterona e, embora a dissociação 

completa da ação androgênica e anabólica não tenham sido alcançadas, têm apresentado 

significativa atividade anabólica e reduzida androgenicidade (2). 

A partir de 1950 os EAA foram incluídos como parte do tratamento de diversas 

doenças. Há relatos de terapia androgênica no tratamento do hipogonadismo (3), retardo de 

crescimento e da puberdade (4), câncer de mama (5) e doenças cardiovasculares (6). Também 

data dessa década o início do uso destas drogas em competições esportivas (7) devido aos 

seus efeitos no ganho de força e massa muscular, além de proporcionarem perda de gordura 

corporal. Estes efeitos “seduziram” outras populações, de modo que alta incidência de uso 

tem sido identificada em atletas recreacionais (8) e praticantes de musculação (9). 

A disseminação dos EAA tornou estas drogas um problema de saúde pública devido 

aos efeitos adversos decorrentes do seu uso indiscriminado. Em todo o mundo há uma 

preocupação sóciogovernamental envolvendo o uso abusivo de EAA dentro e fora do cenário 

esportivo (10), uma vez que altas doses de EAA estão associadas a diversos efeitos 

prejudiciais à saúde física e psíquica (11), tais como alterações na função da tireóide (12) do 

sistema cardiovascular (13), embolia pulmonar (14) e alterações de humor (15). 

Entre os EAA disponíveis no mercado, o decanoato de nandrolona e o cipionato de 

testosterona (comercialmente conhecidos como deca-durabolin® e deposteron®, 

respectivamente) estão entre os mais utilizados por via intramuscular (16, 17). Deca-

durabolin® e deposteron® são indicados para tratamento clínico de diversas doenças, 

especialmente devido à ação anabolizante. Assim, deca-durabolin® que estimula o 

crescimento e a resistência celular (18) pode ser utilizado como coadjuvante em terapias 

específicas e medidas dietéticas em várias condições caracterizadas por um balanço negativo 

de nitrogênio, no tratamento da osteoporose e do carcinoma mamário (19). Estudos têm 

demonstrado resultados satisfatórios do uso de cipionato de testosterona no tratamento de 

disfunção erétil decorrente da insuficiência renal (20) e reposição hormonal em homens com 

hipogonadismo (21). 

O uso indiscriminado destas drogas pode, no entanto, estar associado a diversas 

disfunções orgânicas. Em modelos animais a administração crônica de decanoato de 

nandrolona induziu alteração na função da tireóide (22), no metabolismo da dopamina (23), 
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redução da capacidade reprodutiva (24) e fibrose hepática (25). Ação genotóxica desta droga 

tanto em animais (26) quanto em humanos tem sido descrita (27). Em terapia de longo prazo 

ou com altas dosagens cipionato de testosterona pode causar necrose hepática, leucopenia e 

púrpura hepática (28). Perez et al. demonstraram que ratas-de-deserto (Meriones 

unguiculatus) grávidas expostas a cipionato de testosterona tiveram filhotes com alterações na 

próstata, como proliferação do epitélio, lúmen reduzido e estroma intensamente remodelado 

indicativo, em alguns casos, de neoplasia intra-epitelial prostática (29). 

Deste modo, a exposição crônica e/ou em dose supra clínica de nandrolona e 

cipionato de testosterona pode estar relacionada à carcinogênese, uma vez que o câncer é uma 

doença decorrente de alterações em genes envolvidos no reparo da DNA, controle da 

proliferação e diferenciação celular. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar 

o potencial genotóxico do decanoato de nandrolona e do cipionato de testosterona com uso do 

teste de micronúcleo em medula óssea de camundongo.  
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Material e Métodos 

 

Substâncias químicas 

O decanoato de nandrolona (deca-durabolin®) e o ciponato de testosterona (deposteron®) 

foram obtidos, respectivamente, dos laboratórios farmacêuticos Organon do Brasil e EMS 

S/A. A Ciclofosfamida (Enduxan) foi usada como controle positivo, na dose de 50 mg/Kg, e o 

óleo de milho como controle negativo e veículo de diluição das drogas. 

 

Animais 

Os experimentos foram realizados em camundongos machos Swiss (Mus musculus) com seis 

a oito semanas de idade obtidos no Biotério de Universidade Estadual de Feira de Santana 

(UEFS), Feira de Santana, Bahia, Brasil. Os animais foram mantidos em caixas de polietileno, 

forradas com maravalha autoclavada, em ambiente com temperatura de 22ºC ± 2º, umidade 

em torno de 60%, ciclo de luz de 12h claro/escuro, recebendo ração (LABINA) e água sem 

restrição. 

 

Delineamento experimental 

Os animais foram divididos em seis grupos (quinze animais por grupo) de acordo com as 

drogas e as concentrações a serem testadas. Três grupos foram tratados com deca-durabolin® 

nas concentrações de 0,075 mg/ml (G1-DCdeca) correspondendo à dose clínica de acordo com 

a indicação de fabricante; 0,375 mg/ml à dose clínica concentrada 5X (G2-DC5Xdeca) e 0,75 

mg/ml à dose clínica concentrada 10X (G3-DC10Xdeca). O mesmo método foi adotado para o 

tratamento dos outros três grupos que receberam deposteron® também em três diferentes 

concentrações: 0,3 mg/ml (G4-DCdepo) correspondendo à dose clínica; 1,5 mg/ml (G5-

DC5Xdepo) à dose clínica concentrada 5X e 3,0 mg/ml (G6-DC10Xdepo) à dose clínica 

concentrada 10X. Os animais destes grupos receberam dose única da droga, via intramuscular 

(0,1ml/10g de peso corporal). O sacrifício, por deslocamento cervical, ocorreu 24h, 48h e 72h 

após o tratamento. Um grupo controle positivo (CP) de seis animais para cada grupo de 

exposição à droga foi tratado com ciclofosfamida (50mg/kg) e outro, também de seis animais, 

utilizado como controle negativo (CN) foi tratado com veículo de diluição da droga (óleo de 

milho). Ambos os grupos controle foram também sacrificados 24, 48 e 72h após tratamento 

(Figura 1). De acordo com a legislação brasileira (Resolução Normativa CONEP 04/97) o 

estudo foi aprovado Comitê de Ética no uso de Animais da Universidade Estadual de Feira de 

Santana (CEUA/UEFS). 
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Fig. 1. Delineamento experimental 

 

Teste de micronúcleo 

Imediatamente após o sacrifício os fêmures foram removidos e, com auxílio de uma seringa 

descartável contendo 0,5ml de soro bovino fetal, a medula óssea foi transferida para um tubo 

de centrífuga contendo 2ml de soro bovino fetal. Este material foi homogeneizado com uso de 

pipeta Pasteur e centrifugado a 1000rpm por 5min. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado novamente homogeneizado e centrifugado. Após novo processo de 

homogeneização, uma gota da suspensão de células foi colocada em lâmina estéril para 

microscopia (previamente codificada) e feito um esfregaço com auxílio de outra lâmina. As 

lâminas foram secadas à temperatura ambiente overnight e o material foi fixado e corado pelo 

método de Leishman. Após secagem à temperatura ambiente, lamínulas foram colocadas com 

entellan®. Para avaliar o potencial clastogênico e/ou aneugênico foram analisados dois mil 

eritrócitos policromáticos (PCE) por animal e registrada a frequência de PCE’s 

micronucleados (PCEMN). Possíveis efeitos citotóxicos foram investigados pela 

determinação da relação PCE-NCE (eritrócito normocromático) após análise de duzentos 

eritrócitos/animal (30). As análises foram realizadas em microscópio de luz com ampliação de 

1000X. 
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Análise estatística 

A ocorrência de micronúcleo nos grupos foi comparada estatisticamente com uso do teste 

condicional para comparação de proporções em situações de eventos raros (31). As 

comparações entre os grupos, fixando os tempos de exposição, para a relação PCE/NCE, 

foram realizadas utilizando-se a análise de variância (ANOVA) para experimentos 

inteiramente casualizados. Quando o teste resultou significante (p<0,05), foram realizadas as 

comparações de interesse entre as médias utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis para 

amostras independentes. 
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Resultados 

Os resultados observados da ocorrência de micronúcleos em eritrócitos policromáticos nos 

diferentes tratamentos e tempos de sacrifício são apresentados nas Tabelas I e II. 

 

Tabela I. Ocorrência de micronúcleos em PCE de camundongos Swiss tratados com três 
doses de deca-durabolin® e sacrificados, respectivamente 24h, 48h e 72h após tratamento. 

Sacrifício Tratamento 
Total de PCE 

analisado 
Micronúcleo 

Número % 

24h 

DC  30.000 57a 0,19 
DC 5X 30.000 50a 0,17 
DC 10X 30.000 141b 0,47 
CP 36.000 272c 0,76 
CN 36.000 66a 0,18 

48h 

DC 30.000 82a 0,27 
DC 5X 30.000 74a 0,25 
DC 10X 30.000 188b 0,63 
CP 36.000 428c 1,19 
CN 36.000 71a 0,20 

72h 

DC 30.000 32a 0,11 
DC 5X 30.000 35a 0,12 
DC 10X 30.000 65b 0,22 
CP 36.000 156c 0,43 
CN 36.000 30a 0,08 

(DC) dose clínica: 0,075 mg/ml; (DC 5X) 5x a dose clínica: 0,375 mg/ml; (DC 10X) 10x a dose clínica0,75 mg/ml; (CP) 
Controle Positivo; (CN) Controle Negativo;(PCE) eritrócito policromático Letras diferentes na mesma coluna, em cada 
tempo de sacrifício, os tratamentos diferem significativamente pelo teste condicional para comparação de proporções em 
situações de eventos raros (p <0,05). 
 

Tabela II. Ocorrência de micronúcleo em PCE de camundongos Swiss tratados com três 
doses de deposteron® e sacrificados, respectivamente 24h, 48h e 72h após tratamento. 

Sacrifício Tratamento 
Total de PCE 

analisado 
Micronúcleo 

Número % 

24h 

DC  30.000 50a 0,17 
DC 5x 30.000 52a 0,17 
DC 10x 30.000 116b 0,39 
CP 36.000 272c 0,76 
CN 36.000 66a 0,18 

48h 

DC 30.000 75a 0,25 
DC 5x 30.000 70a 0,23 
DC 10x 30.000 196b 0,65 
CP 36.000 428c 1,19 
CN 36.000 71a 0,20 

72h 

DC 30.000 30a 0,10 
DC 5x 30.000 35a 0,12 
DC 10x 30.000 62b 0,21 
CP 36.000 156c 0,43 
CN 36.000 30a 0,08 

(DC) dose clínica: 0,3 mg/ml; (DC 5X) 5x a dose clínica: 1,5 mg/ml; (DC 10X) 10x a dose clínica 3,0 mg/ml; (CP) Controle 
Positivo; (CN) Controle Negativo;(PCE) eritrócito policromático. Letras diferentes na mesma coluna, em cada tempo de 
sacrifício, os tratamentos diferem significativamente pelo teste condicional para comparação de proporções em situações de 
eventos raros (p <0,05). 

 

A análise estatística comparando a ocorrência de micronúcleos entre os grupos revelou que 

ambas as drogas apresentaram efeito mutagênico na maior concentração testada (10X a dose 
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clínica) independente do tempo de sacrifício após o tratamento. Animais tratados com as 

drogas nesta concentração apresentaram maior ocorrência de micronúcleos em relação ao 

controle negativo e aqueles que receberam dose relativa ao recomendado clinicamente e na 

concentração 5X. A ocorrência de micronúcleos nestes dois últimos grupos não diferiu da 

observada no controle negativo. Em todos os tratamentos e tempos de exposição (período 

entre a aplicação da substância e o sacrifício) a ocorrência de micronúcleos nos animais do 

controle positivo, que receberam ciclofosfamida, foi significativamente maior. 

As médias da relação PCE-NCE submetidas à análise pelo de teste Kruskal-Wallis 

são apresentadas na Tabela III. 

 

Tabela III. Relação PCE/NCE em camundongos Swiss após tratamento com três diferentes 
doses de deca-durabolin® ou deposteron®, ciclofosfamida e óleo de milho. 

Tratamento 

PCE/NCE (média±DP) 
† 24h † 48h † 72h 

deca-
durabolin® 

deposteron® 
deca-

durabolin® 
deposteron® 

deca-
durabolin® 

deposteron® 

DC 1,68±0,06a 1,67±0,05a 1,08±0,09bc 1,09±0,05bc 1,66±0,05a 1,66±0,05a 

DC 5X 1,63±0,05a 1,65±0,05a 1,30±0,16ab 1,37±0,11ab 1,64±0,08a 1,64±0,08a 
DC 10X 0,91±0,04b 0,91±0,03b 0,91±0,11cd 0,91±0,11cd 1,63±0,06a 1,61±0,07a 

CP 0,89±0,04b 0,89±0,04b 0,80±0,08d 0,80±0,08d 0,94±0,05b 0,94±0,05b 
CN 1,65±0,07a 1,65±0,07a 1,50±0,15a 1,50±0,15a 1,70±0,08a 1,70±0,08a 

(DC) Dose clínica; (DC 5X) Dose clínica concentrada 5X; (DC 10X) Dose clínica concentrada 10X; (CP) Controle 
Positivo; (CN) Controle Negativo; † = Sacrifício; PCE = eritrócito policromático; NCE = eritrócitonormocromático.Letras 
diferentes na mesma coluna, os tratamentos diferem significativamente pela Prova de Kruskal-Wallis, para cada dose 
aplicada (p <0,05). 

 

Os resultados mostram que os grupos expostos a deca-durabolin® ou deposteron® nas 

doses clínica e 5X não diferiram estatisticamente do controle negativo, em todos os tempos de 

exposição. O mesmo foi observado para os animais do grupo DC 10X, quando foram 

sacrificados 72 horas após o tratamento. Entretanto, para os grupos tratados com esta dose, 

nos tempos de exposição de 24 e 48 horas houve diferença estatística quando comparados aos 

seus respectivos grupos controle negativo. Nestas condições, animais expostos às drogas 

apresentaram valores semelhantes, na relação PCE/NCE, àqueles observados nos grupos 

tratados com a ciclofosfamida, na dose de 50 mg/Kg (controle positivo). 
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Discussão 

O teste de micronúcleo se constitui em um método eficaz para identificação de danos 

cromossômicos decorrentes da ação de agentes físicos ou químicos sobre o DNA, e por isso 

tem sido extensivamente utilizado (32, 33). Desenvolvido com material de medula óssea de 

roedores é um teste aceito pelas agências internacionais e institucionais governamentais, 

como parte da bateria de testes recomendada para se estabelecer a avaliação e o registro de 

novos produtos químicos e farmacêuticos que entram anualmente no mercado mundial (34). 

Neste estudo a ocorrência de micronúcleo significativamente maior observada 

apenas nos grupos de animais tratados com deca-durabolin® ou deposteron® em concentração 

10X a recomendada pelo fabricante indica que estes hormônios têm ação genotóxica 

dependendo da concentração. Efeito da concentração de deposteron® na indução de danos 

genéticos não é relatado na literatura, entretanto resultados similares sobre avaliação 

genotóxica de deca-durabolin® foram descritos por Oliveira et al. (35) e Carmo et al. (26) e 

apontam para o prejuízo à saúde pública causado pelo uso indiscriminado de substâncias desta 

natureza, disseminado em diversos níveis sociais, incluindo esportistas profissionais, ou não, 

(36) e praticantes de musculação (9). 

O mecanismo de ação destas substâncias na indução de danos genéticos não é bem 

compreendido, entretanto, segundo Torres-Bugarin et al. (37), que identificaram maior 

ocorrência de micronúcleos em células da mucosa oral de fisiculturistas usuários de esteróides 

anabólicos androgênicos, hormônios esteróides quando administrados em doses elevadas 

podem saturar os receptores celulares. O excesso de hormônio no citoplasma pode ser 

convertido pelo complexo de enzimas de aromatase em estrógenos (38) que podem ter efeito 

genotóxico com potencial carcinogênico (39). Além disso, segundo Joosten et al. (40) 

diversos estrógenos estão associados a alterações genéticas, tais como mutação de ponto, 

quebras cromossômicas e aneuploidia. Liehr (41) constatou que o 17β-estradiol estimula a 

proliferação celular e quando metabolizado é convertido em compostos que podem causar 

danos ao DNA. A genotoxicidade do 17-β- estradiol avaliada com uso do teste de 

micronúcleo foi também demonstrada por outros estudos (42-44). Há, no entanto, evidências 

de ação mutagênica indireta pela formação geração de radicais livres (45) e adutos de DNA 

(46). 

Com relação aos efeitos citotóxicos, revelados pela análise da relação PCE/NCE, 

pode-se observar que o deca-durabolin® e deposteron®, na concentração mais alta e nos 

grupos expostos à droga por 24 e 48 horas, induziu atraso do ciclo celular, com valores 
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semelhantes àqueles demonstrados pelos animais tratados com a ciclofosfamida, droga 

reconhecidamente citotóxica para a medula óssea de camundongos.  

Diversos autores tem relatado efeito citotóxico de EAA (47-49). Além disso, 

segundo Perez et al. (29) os esteróides anabólicos são reconhecidamente indutores de 

proliferação tumoral em vários órgãos e em múltiplas espécies, incluindo seres humanos.  

A análise dos resultados deste estudo permite concluir que decanoato de nandrolona 

e cipionato de testosterona nas formas comerciais conhecidas respectivamente como deca-

durabolin® e deposteron®, quando administrados em concentração superior (10X) à indicada 

pelo fabricante, induzem dano cromossômico e efeito citotóxico em células da medula óssea 

de camundongo. Considerando que estes são eventos importantes na iniciação e promoção do 

câncer é, portanto, altamente recomendável que EAA sejam utilizados exclusivamente no 

tratamento de doenças e sob orientação médica. 
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4 CAPÍTULO 2 

 

Efeito genotóxico e citotóxico do esteroide anabolizante sintético durateston®2 

 

RESUMO 

 

A relação entre uso indiscriminado de Esteróides Anabolizantes Androgênicos (EAA) e 

câncer tem motivado pesquisadores investigar a ação mutagênica destas substâncias, uma vez 

que o câncer é uma doença decorrente de alterações em genes envolvidos nos mecanismos de 

reparo do DNA, controle da proliferação e diferenciação celular. Assim, este estudo objetivou 

avaliar o potencial genotóxico do durateston® (esteroide sintético que combina propionato, 

fempropionato, isocaproato e decanoato de testosterona) com uso do uso do Teste de 

Micronúcleo em medula óssea de roedor. Camundongos machos Swiss com seis a oito 

semanas de idade receberam injeções intramuscular de durateston® em três concentrações. 

Um grupo controle negativo foi tratado com óleo de milho (veículo de diluição da droga) e 

outro com ciclofosfamida (controle positivo). Os animais foram sacrificados 24h, 48h e 72h 

após tratamento e imediatamente precedeu-se à retirada da medula óssea e processamento 

para computo da ocorrência de micronúcleos em 2000 eritrócitos policromáticos (PCE). 

Duzentos eritrócitos/animal foram analisados para determinação da relação PCE-NCE 

(eritrócito normocromático) e inferir sobre efeitos citotóxicos Os animais tratados com 

durateston® em maior concentração (10X a dose clínica recomendada pelo fabricante) 

apresentaram significativamente mais micronúcleos em relação aos demais grupos, exceto o 

controle positivo. A quantidade de micronúcleo nos outros grupos tratados com o EAA não 

diferiu em relação ao controle negativo, nem entre eles. A maior concentração também 

induziu redução na relação PCE/NCE indicando efeito citotóxico. A análise destes resultados 

permite concluir que em camundongos durateston® tem efeito genotóxico e citotóxico 

dependendo da concentração em que é administrado.  

 

Palavras-chave: durateston®, citotoxicidade, genotoxicidade, micronúcleo. 

                                                           
2 Artigo formatado de acordo com as instruções para autores do periódico Steroids (anexo II) 



 31

O durateston® é um esteróide anabolizante androgênico (EAA) sintético que resulta 

de uma combinação de ésteres de testosterona de diferentes meias-vidas (propionato, 

fempropionato, isocaproato, decanoato de testosterona) proporcionando maior duração de 

níveis terapêuticos [1]. Produtos desta natureza são frequentemente utilizados no tratamento 

de hipogonadismo [2], retardo de crescimento e puberdade [3], câncer de mama [4] e doenças 

cardiovasculares [5]. 

O uso de EAA, no entanto, não está atualmente restrito ao tratamento clínico. Devido 

a significativa atividade anabólica e reduzida androgenicidade [6] são largamente utilizados 

por atletas recreacionais [7] e praticantes de musculação [8]. Em diversos países tem sido 

registrado o aumento no uso de EAA por estes indivíduos que objetivam perda de gordura 

corporal, ganho de força e massa muscular [9-12]. 

Em diversos estudos são descritos prejuízos à saúde psíquica e física decorrentes 

desta modalidade de uso dos EAA. Há evidências de que o uso indiscriminado destas 

substâncias pode causar transtornos de humor [13], síndromes de dependência [14-15], 

embolia pulmonar [16], alteração neuroendócrina [17] e cardiovascular [18]. Além disso, a 

associação entre a exposição a EAA e desenvolvimento de tumores de próstata e testículo 

também é relatada na literatura [19-20]. Estes resultados apontam desse modo para a possível 

ação genotóxica dos EAA, uma vez que o câncer é uma doença genética decorrente de 

alterações em genes envolvidos na diferenciação e no controle da proliferação celular, nos 

mecanismo de reparo do DNA e nas vias de apoptose. Neste contexto, o uso de anabolizantes 

sintéticos tem se tornado nas últimas décadas um problema de saúde pública e em todo o 

mundo uma preocupação sóciogovernamental [21].  

Entre os EAA disponíveis no mercado brasileiro, durateston® é um dos mais 

utilizados por via intramuscular entre os praticantes de musculação [22], sendo clinicamente 

indicado em terapia de reposição da testosterona em distúrbios hipogonadais no homem, 

certos tipos de infertilidade originária de distúrbios da espermatogênese e na osteoporose de 

origem deficitária de andrógenos [23]. Estudos têm demonstrado resultados satisfatórios do 

uso de durateston® no tratamento da síndrome de Klinefelter associada a lúpus [24] e 

“andropausa” [1]. 

Efeitos prejudiciais à saúde do uso de durateston® tem registro escasso na literatura. 

Segundo o fabricante não se espera a ocorrência de sintomas tóxicos nas doses recomendadas 

e não há dados referentes aos sintomas ou tratamento para superdosagem aguda [23]. 

Entretanto Sakurai et al. demonstraram que uma única injeção intraperitoneal de propionato 

de testosterona, um dos componentes da formulação de durateston®, induziu formação de 
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ovário policístico e alterações na metáfase da primeira e da segunda divisão meiótica em 

células germinativas [25]. Em ratos albinos (Rattus norvegicus) injeções intramusculares de 

durateston® causou em células dos testículos alterações nucleares que incluíam núcleos 

apoptóticos e com cromatina condensada na margem [26]. 

Neste contexto, considerando que o abuso intencional de drogas anabolizantes 

androgênicos por atletas tem aumentado rapidamente em muitos países e as investigações são 

necessários para estudar os efeitos adversos destas drogas [26], o objetivo do presente estudo 

foi avaliar o potencial genotóxico do durateston® com uso do teste de micronúcleo em medula 

óssea de camundongo.  
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1. Material e Métodos 

 

1.1. Substâncias químicas 

 

O durateston® foi obtido do laboratório farmacêutico Organon do Brasil. 

Ciclofosfamida (Enxudan), na dose de 50mg/kg, foi usada como substância controle positivo. 

Óleo de milho foi utilizado como controle negativo e veículo de diluição do anabolizante. 

 

1.2. Animais 

Os experimentos foram realizados em camundongos machos Swiss (Mus musculus) 

com seis a oito semanas de idade obtidos no Biotério de Universidade Estadual de Feira de 

Santana (UEFS), Feira de Santana, Bahia, Brasil. Os animais foram mantidos em caixas de 

polietileno, forradas com maravalha autoclavada, em ambiente com temperatura de 22ºC ± 2, 

umidade em torno de 60%, ciclo de luz de 12h claro/escuro, recebendo ração (LABINA) e 

água sem restrição. 

 

1.3. Delineamento experimental 

 

Os animais foram divididos em três grupos (quinze animais por grupo), de acordo 

com a concentração da droga a ser testada: (1) dose clínica (DC) de acordo com a indicação 

de fabricante (0,045 mg/ml de propionato de testosterona + 0,09 mg/ml de fempropionato de 

testosterona + 0,09 mg/ml de isocaproato de testosterona + 0,15 mg/ml de decanoato de 

testosterona); (2) dose clínica concentrada 5X (DC 5X), o que corresponde a 0,225 mg/ml de 

propionato de testosterona + 0,45 mg/ml de fempropionato de testosterona + 0,45 mg/ml de 

isocaproato de testosterona + 0,75 mg/ml de decanoato de testosterona e (3) dose clínica 

concentrada 10X (DC 10X) correspondendo a 0,45 mg/ml de propionato de testosterona + 0,9 

mg/ml de fempropionato de testosterona + 0,9 mg/ml de isocaproato de testosterona + 1,5 

mg/ml de decanoato de testosterona. Injeções intramuscular (0,1ml/10g de peso corporal) de 

cada dose testada de durateston® foram administradas nos animais destes grupos (Gdurat). O 

sacrifício, por deslocamento cervical, ocorreu 24h, 48h e 72h após o tratamento. Um grupo 

controle positivo (CP) de seis animais para cada grupo de exposição à droga foi tratado com 

ciclofosfamida (50mg/kg) e outro, também de seis animais, utilizado como controle negativo 

(CN) foi tratado com veículo de diluição da droga (óleo de milho). Ambos os grupos controle 

foram também sacrificados 24h, 48h e 72h. O delineamento experimental do estudo é 
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apresentado na Fig.1. Em atendimento à legislação brasileira (Resolução Normativa CONEP 

04/97) o estudo foi aprovado Comitê de Ética no uso de Animais da Universidade Estadual de 

Feira de Santana (CEUA/UEFS). 

 

Fig. 1. Delineamento experimental 

 

1.4. Teste de micronúcleo 

 

Imediatamente após o sacrifício, os fêmures foram removidos e com auxílio de uma 

seringa descartável contendo 0,5ml de soro bovino fetal a medula óssea foi transferida para 

um tubo de centrífuga contendo 2ml de soro bovino fetal. Este material foi homogeneizado 

com uso de pipeta Pasteur e centrifugado a 1000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado novamente homogeneizado e centrifugado. Após novo processo de 

homogeneização, uma gota da suspensão de células foi colocada em lâmina para microscopia 

estéril (previamente codificada) e feito um esfregaço com auxílio de outra lâmina. As lâminas 

foram secadas à temperatura ambiente overnight e o material foi fixado e corado pelo método 

de Leishman. Após secagem à temperatura ambiente, lamínulas foram colocadas com 

entellan®. Para avaliar o potencial clastogênicoe/ou aneugênico do durateston® a ocorrência 

de micronúcleo em dois mil eritrócitos policromáticos (PCE) por animal foi observada. 

Possíveis efeitos citotóxicos foram investigados pela determinação da relação PCE-NCE 

(eritrócito normocromático) após análise de duzentos eritrócitos/animal [27]. As análises 

foram realizadas analisadas em microscópio de luz com ampliação de 1000X. 
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1.5. Análise estatística 

 

A ocorrência de micronúcleo nos grupos foi comparada estatisticamente com uso do 

teste condicional para comparação de proporções em situações de eventos raros [28]. As 

comparações entre os grupos, fixando os tempos de exposição, para a relação PCE/NCE, 

foram realizadas utilizando-se a análise de variância (ANOVA) para experimentos 

inteiramente casualizados. Quando o teste resultou significante (p<0,05), foram realizadas as 

comparações de interesse entre as médias utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis para 

amostras independentes. 
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2. Resultados 

 

Os resultados observados da ocorrência de micronúcleos em eritrócitos 

policromáticos nos diferentes tratamentos e tempos de sacrifício estão expostos na Tabela 1. 

 

Tabela 1 
Ocorrência de micronúcleo em eritrócitos policromáticos de camundongos swiss tratados com 
três doses de durateston® e sacrificados, respectivamente 24h, 48h e 72h após tratamento. 

Sacrifício Tratamento 
Total de PCE 

analisado 
Micronúcleo 

Número % 

24h 

DC  30.000 54a 0,18 

DC 5x 30.000 48a 0,16 

DC 10x 30.000 167b 0,56 

CP 36.000 272c 0,76 

CN 36.000 66a 0,18 

48h 

DC 30.000 89a 0,30 

DC 5x 30.000 77a 0,26 

DC 10x 30.000 189b 0,63 

CP 36.000 428c 1,19 

CN 36.000 71a 0,20 

72h 

DC 30.000 33a 0,11 

DC 5x 30.000 32a 0,11 

DC 10x 30.000 55b 0,18 

CP 36.000 156c 0,43 

CN 36.000 30a 0,08 

(DC) dose clínica; (DC 5X) 5x a dose clínica; (DC 10X) 10x a dose clínica; (CP) Controle Positivo; (CN) Controle 
Negativo;(PCE) eritrócito policromático Letras diferentes na mesma coluna, em cada tempo de sacrifício, os tratamentos 
diferem significativamente pelo teste condicional para comparação de proporções em situações de eventos raros (p <0,05). 
 

A análise estatística comparando a ocorrência de micronúcleo entre os grupos 

revelou que o durateston® apresentou efeito mutagênico na maior concentração testada (10X a 

dose clínica) independente do tempo de sacrifício após o tratamento. Animais tratados com a 

droga nesta concentração apresentaram maior ocorrência de micronúcleo em relação ao 

controle negativo e aqueles quereceberam dose relativa ao recomendado clinicamente e esta 

concentrada 5X. A ocorrência de micronúcleo nestes dois últimos grupos não diferiu da 

identificada entre os controles negativos. Em todos os tratamentos e tempos de exposição 

(período entre a aplicação da substância e o sacrifício) a ocorrência de micronúcleo nos 

animais do controle positivo, que receberam ciclofosfamida, foi significativamente maior. 

As médias da relação PCE-NCE submetidas à análise pelo teste de Kruskal-Wallis 

são apresentadas na Tabela 2. A relação PCE-NCE identificada para os animais tratados com 
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durateston® nas doses clínica e 5X não diferiu da observada nos animais que compunham o 

controle negativo, em todos os tempos de exposição. Resultado similar foi observado para os 

animais tratados com durateston® em concentração 10X a dose clínica (DC 10X) e 

sacrificados 72 horas após o tratamento. Entretanto, para os grupos tratados com esta dose e 

sacrificados após 24 e 48 horas os valores de PCE-NCE não diferiram daqueles observados 

nos grupos tratados com a ciclofosfamida (controle positivo). 

 

Tabela 2 
Relação PCE/NCE em camundongos Swiss após tratamento com três diferentes doses de 
durateston®, ciclofosfamida e óleo de milho. 

Tratamento 
PCE/NCE (média ± DP) 

† 24h † 48h † 72h 
DC 1,66± 0,05a* 1,10 ± 0,05bc* 1,66 ± 0,05ab* 

DC 5x 1,63 ± 0,05a 1,37± 0,11ab 1,58 ± 0,06c 
DC 10x 0,91 ± 0,04b 0,91 ± 0,11cd 1,64 ± 0,08bc 

CP 0,89 ± 0,04b 0,80 ± 0,08d 0,94 ± 0,05d 
CN 1,65 ± 0,07a 1,50 ± 0,15a 1,70 ± 0,08a 

(DC) Dose clínica; (DC 5X) Dose clínica concentrada 5X; (DC 10X) Dose clínica concentrada 10X; (CP) Controle 
Positivo; (CN) Controle Negativo; † = Sacrifício; PCE = eritrócito policromático; NCE = eritrócito normocromático. Letras 
diferentes na mesma coluna, os tratamentos diferem significativamente pela Prova de Kruskal-Wallis, para cada dose 
aplicada (p <0,05). 
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3. Discussão 

 

A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), órgão governamental 

vinculado ao Ministério da Saúde do Brasil, adverte que os hormônios androgênicos sintéticos 

não são indicados para estimular odesenvolvimento muscular ou melhorar a capacidade física 

em indivíduos saudáveis [29]. Entretanto, o uso destas substâncias por estes indivíduos é cada 

vez mais frequente [7-12], fato que tornou a comercialização de medicamentos desta natureza 

uma prática, além de condicionada à prescrição médica, mais rigorosamente controlada. 

As medidas governamentais para controlar o comércio de EAA decorrem dos 

diversos efeitos prejudiciais à saúde, inclusive o risco de câncer, amplamente registrados na 

literatura [13-20]. A ação dos EAA na indução de danos cromossômicos e citotóxicos não 

tem, no entanto, sido investigada com freqüência [30], razão esta que suscitou o presente 

estudo desenvolvido para avaliar o potencial genotóxico do durateston®, utilizando para tal o 

teste de micronúcleo em medula óssea de roedores, uma vez que este é aceito pelas agências 

internacionais e institucionais governamentais, como parte da bateria de testes recomendada 

para se estabelecer a avaliação e o registro de produtos químicos e farmacêuticos que entram 

anualmente no mercado mundial [31]. 

Micronúcleos são fragmentos de cromossomo ou cromossomos inteiros que devido a 

quebra cromossômica ou disfunção no fuso não migram para os pólos da célula durante a 

anáfase e, portanto não são incorporados aos núcleos das células filhas na telófase [32]. Desse 

modo, micronúcleos são marcadores biológicos de danos ao material genético. 

Neste estudo o EAA durateston® induziu danos cromossômicos, traduzidos na maior 

ocorrência de micronúcleo, quando administrado em concentração 10X a recomendada pelo 

fabricante, enquanto animais tratados com a droga de acordo com a dose indicada ou 

concentrada 5X não apresentaram aumento na freqüência de micronúcleo. Estes resultados 

evidenciam o potencial genotóxico do durateston®, revelado na dependência da concentração 

utilizada e apontam para o risco à saúde pública, uma vez que o uso de superdosagens é 

frequente entre praticantes de musculação [33-35]. Efeito da concentração de durateston® na 

indução de danos genéticos não é relatado na literatura, entretanto Oliveira et al. [36] e Carmo 

et al. [37] também descreveram este efeito em estudos objetivando avaliar o potencial 

genotóxico de deca-durabolin®, um outro EAA largamente utilizado por praticantes de 

musculação [38]. 

Carmo (2009) aplicou por via intradérmica três diferentes doses de deca-durabolin® 

(1,0; 2,5 e 5,0 mg/kg peso corporal) em três grupos de camundongos objetivando avaliar o 
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efeito mutagênicos da droga. O efeito da concentração na indução de micronúcleo também foi 

observado neste estudo, uma vez que este autor identificou maior frequência de micronúcleo 

nas duas maiores doses testadas evidenciando, deste modo, o efeito clastogênico e/ou 

aneugênicos dessa droga. 

Os resultados deste estudo sugerem que o potencial mutagênico da deca-durabolin® 

é dependente da concentração da droga, corroborando aqueles descritos por Oliveira et al. 

(2000). Estes autores identificaram que o aumento na frequência de micronúcleos em 

eritrócitos policromáticos é dependente da dose e do tempo de exposição do animal à droga e 

sugerem que quanto maior a dose, maior a freqüência de células micronucleadas. 

A genotoxicidade dos EAA não é ainda bem compreendida e diversos mecanismos 

têm sido sugeridos para explicar a ação destes compostos em induzir lesões no DNA. 

Derivados da testosterona podem ser convertidos em 17β-estradiol, um esteróide 

potencialmente mutagênico [39-41] e carcinogênico [42, 43]. Adicionalmente à produção do 

17β-estradiol, etapa comum a todos os EAA, outros metabolitos com potencial carcinogênico 

poderiam ser formados no processamento dos EAA [30]. O processo metabólico dos EAA 

pode também produzir radicais livres [30], moléculas químicas instáveis e altamente reativas 

associadas à indução de danos genéticos [44]. Seraj et al [45] mostraram que derivados da 

testosterona podem formar adutos de DNA, o que induz alteração imediata na molécula [43]. 

A indução de micronúcleos em animais expostos à maior concentração de durateston® poderia 

ser devida à ação isolada ou conjunta desses mecanismos. Segundo Torres-Bugarín et al. [30], 

a toxicidade, mutagenicidade, genotoxicidade e carcinogenicidade de hormônios sexuais são o 

resultado de uma combinação de fatores genéticos e epigenéticos. 

A análise da relação PCE/NCE revelou que durateston® quando administrado em 

concentração 10X à indicada pelo fabricante, é também citotóxico. Ação citotóxica de EAA 

foi relatada [46, 47], inclusive, como sugerem nossos resultados, com efeito dose-dependente 

[26, 48], o que provavelmente decorre da natureza tóxica ao ambiente celular de metabólitos 

formados em seu processamento. A exposição crônica a citotoxinas pode induzir proliferação 

celular [48], o que aumenta a probabilidade da ocorrência de mutações e acumulo de células 

geneticamente danificadas, um importante fator na iniciação do câncer. Deste modo, os 

esteróides anabólicos são reconhecidamente indutores de proliferação tumoral em vários 

órgãos e em múltiplas espécies, incluindo seres humanos [26]. 

Diante do exposto, os resultados deste estudo sugerem que durateston®, quando 

administrado em concentração superior (10X) à indicada pelo fabricante, induz dano 

cromossômico e efeito citotóxico em células da medula óssea de camundongo. Considerando 
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que estes são eventos importantes na iniciação e promoção do câncer é, portanto, altamente 

recomendável que EAA sejam utilizados exclusivamente no tratamento de doenças e sob 

orientação médica. 
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5. CONLUSÃO GERAL 

 

 

Nas condições em que os experimentos foram conduzidos pode-se concluir que, em 

camundongos (Mus musculus) machos da linhagem Swiss, deca-durabolin®, deposteron® e 

durateston® induzem danos cromossômico e tem efeito citotóxico quando administrados em 

doses únicas de soluções dez vezes mais concentradas do que aquelas indicadas pelos 

respectivos fabricantes.  
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or rearrange author names in an article published in an online issue will follow the same 
policies as noted above and result in a corrigendum. 
 
Copyright 
Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing 
Agreement' (for more information on this and copyright see 
http://www.elsevier.com/copyright). An e-mail will be sent to the corresponding author 
confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing Agreement' form 
or a link to the online version of this agreement. 
Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts 
for internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for 
resale or distribution outside the institution and for all other derivative works, including 
compilations and translations (please consult http://www.elsevier.com/permissions). If 
excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written 
permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has 
preprinted forms for use by authors in these cases: please consult 
http://www.elsevier.com/permissions. 
 
Retained author rights 
As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you 
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are referred to: http://www.elsevier.com/authorsrights. 
 
Role of the funding source 
You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the 
research and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the 
sponsor(s), if any, in study design; in the collection, analysis and interpretation of data; 
in the writing of the report; and in the decision to submit the article for publication. If 
the funding source(s) had no such involvement then this should be stated. Please see 
http://www.elsevier.com/funding. 
 
Funding body agreements and policies 
Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose 
articles appear in journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript 
archiving requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn more 
about existing agreements and policies please visit 
http://www.elsevier.com/fundingbodies. 
 
US National Institutes of Health (NIH) voluntary posting (" Public Access") 
policy. 
 
As a service to our authors, Elsevier will deposit to PubMed Central (PMC) author 
manuscripts on behalf of Elsevier authors reporting NIH funded research. This service is 
a continuation of Elsevier's 
2005 agreement with the NIH when the NIH introduced their voluntary 'Public Access 
Policy.' 
 
The service will help authors comply with the National Institutes of Health (NIH) revised 
''Public Access Policy,'' effective April 7, 2008. The NIH's revised policy requires that NIH-
funded authors submit to PubMed Central (PMC), or have submitted on their behalf, their 
peer-reviewed author manuscripts, to appear on PMC no later than 12 months after final 
publication. 
 
Elsevier will send to PMC the final peer-reviewed manuscript, which was accepted for 
publication and sent to Elsevier's production department, and that reflects any author-
agreed changes made in response to peer-review comments. Elsevier will authorize the 
author manuscript's public access posting 12 months after final publication. Following the 
deposit by Elsevier, authors will receive further communications from Elsevier and NIH 
with respect to the submission. 
 
Authors are also welcome to post their accepted author manuscript on their personal or 
institutional web site. Please note that consistent with Elsevier's author agreement, 
authors should not post manuscripts directly to PMC or other third party sites. Individual 
modifications to this general policy may apply to some Elsevier journals and society 
publishing partners. 
 
As a leading publisher of scientific, technical and medical (STM) journals, Elsevier has led 
the industry in developing tools, programs and partnerships that provide greater access 
to, and understanding of, the vast global body of STM information. This service is an 
example of Elsevier willingness to work cooperatively to meet the needs of all 
participants in the STM publishing community. 
 
 
Open access 
This journal offers you the option of making your article freely available to all via the 
ScienceDirect platform. To prevent any conflict of interest, you can only make this choice 
after receiving notification that your article has been accepted for publication. The fee of 
$3,000 excludes taxes and other potential author fees such as color charges. In some 
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cases, institutions and funding bodies have entered into agreement with Elsevier to meet 
these fees on behalf of their authors. Details of these agreements are available at 
http://www.elsevier.com/fundingbodies. Authors of accepted articles, who wish to take 
advantage of this option, should complete and submit the order form (available at 
http://www.elsevier.com/locate/openaccessform.pdf). Whatever access option you 
choose, you retain many rights as an author, including the right to post a revised personal 
version of your article on your own website. More information can be found here: 
http://www.elsevier.com/authorsrights . 
 
Language and language services 
Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a 
mixture of these). Authors who require information about language editing and 
copyediting services pre- and post-submission please visit 
http://webshop.elsevier.com/languageservices or our customer support site at 
http://support.elsevier.com for more information. 
 
Submission 
Submission to this journal proceeds totally online. Visit the submission site of the journal 
at http://ees.elsevier.com/steroids You will be guided through the creation and uploading 
of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the 
article, which is used in the peer-review process. Please note that even though 
manuscript source files are converted to PDF files at submission for the review process, 
these source files are needed for further processing after acceptance. All 
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision, 
takes place by e-mail. 
 
Referees 
Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of 4 
potential referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the 
suggested reviewers are used. 
 
PREPARATION 
Use of word processing software 
It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The 
text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. 
Most formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In 
particular, do not use the wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. 
However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if 
you are using a table grid, use only one grid for each individual table and not a grid for 
each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns. The electronic text 
should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts (see 
also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). 
Note that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not 
you embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork. 
To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 
'grammar-check' functions of your wordprocessor. 
 
Article structure 
Manuscripts Arrange the manuscript in the following order: title page, abstract, 
keywords, text, acknowledgments, references, footnotes, tables, figure legends, and 
figures. Number the pages in sequence, with the title page as page 1, the abstract as 
page 2, etc. Text: Arrange the body of the manuscript in the following order: 
Introduction, Experimental, Results, Discussion. Title page 
 
Give the full title of paper. Do not use asterisks or other extraneous symbols in the title. 
Give the first name, middle initial, and last name of all authors. List each author's 
institutional affiliation(s). Show the address of each author at the time of the study as 
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well as the present address if it differs. 
 
Provide the name and address of the corresponding author to whom questions and 
reprint requests should be sent. Give the name and address of the institution from which 
the work originated. 
 
Text 
Arrange the text in the following order: 
Introduction: The rationale for the study. Provide a brief account of the nature, approach 
and importance  of  the  study  to  be  presented.  Experimental:  A  clear  and  precise  
description  of the experimental procedures. Identify all drugs and chemicals used, 
dosages, and routes of administration. All methods must be referenced and/or described 
in sufficient detail to enable a reader to repeat the experiment. For animal and human 
studies, the experimental protocol must be humane and ethical. In all manuscripts 
reporting the results of human studies, a statement must appear in the Experimental 
section indicating that approval was obtained from the institutional review board and 
that all human subjects signed written informed consent. Results: A factual account of 
the study's findings. Present these as logically appropriate in text, tables, or figures; do 
not repeat in the text what is demonstrated in a table or figure. Discussion: Place the 
results of the study in present and historical context and denote its importance to the 
field. Ensure that all conclusions are justified by the results of the study. 
 
Appendices 
If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and 
equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in 
a subsequent appendix, Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; 
Fig. A.1, etc. 
 
Essential title page information 
• Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval 
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible. 
•  Author names and affiliations.  Where the family name may be ambiguous (e.g., a 
double name), please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses 
(where the actual work was done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-
case superscript letter immediately after the author's name and in front of the 
appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the 
country name and, if available, the e-mail address of each author. 
• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages 
of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax 
numbers (with country and area code) are provided in addition to the e-mail 
address and the complete postal address. Contact details must be kept up to 
date by the corresponding author. 
•  Present/permanent address.  If an author has moved since the work described in 
the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent 
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which 
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address. 
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes. 
 
Abstract 
A concise and factual abstract is required (maximum length 250 words). The abstract 
should state briefly the purpose of the research, the principal results, and major 
conclusions. An abstract is often presented separately from the article, so it must be able 
to stand alone. References should be avoided but, if essential, they must be cited in full. 
Avoid non-standard or uncommon abbreviations; if they must be used, define them at 
their first mention in the abstract itself. 
 
Graphical abstract 
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A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a 
concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide readership online. 
Authors must provide images that clearly represent the work described in the article. 
Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online submission 
system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 × 1328 pixels (h × 
w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 × 
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or 
MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples. 
Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the 
best presentation of their images also in accordance with all technical requirements: 
Illustration Service. 
 
Highlights 
Highlights are mandatory for this journal. They consist of a short collection of bullet points 
that convey the core findings of the article and should be submitted in a separate file in 
the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 
bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). See 
http://www.elsevier.com/highlights for examples. 
 
Keywords 
Immediately after the abstract, provide a maximum of six keywords, avoiding general 
and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing with 
abbreviations; only firmly established ones should be used. 
 
Abbreviations 
Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on 
the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract 
must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure 
consistency of abbreviations throughout the article. 
 
Acknowledgements 
Acknowledge grants, sponsors, funding sources, and individuals who provided significant 
assistance. Include the affiliations of individuals being thanked. It is the author's 
responsibility to obtain permission from all those mentioned by name, because readers 
may infer their endorsement. 
 
Units of measure 
Standard metric units are preferred. SI units are optional, except that the use of Bq 
(becquerel) is not acceptable; use Ci (curie) or dpm (disintegrations per minute). 
Centrifugation should be described in terms of force (_g), not as rpm. 
 
Nomenclature and units 
Refer to drugs by their approved generic names. If trade names are used, the generic 
equivalent should be given parenthetically at the first use. Identify compounds by their 
formal chemical name at first use; thereafter the trivial name may be used. All 
names should be in accordance with the most recent IUPAC-IUB rules on the 
nomenclature of steroids published in Pure and Applied Chemistry 61, 1783-1822, 1989. 
Substituted steroids should be named so that only one functional group is designated 
as a suffix and all other substituents are listed as X steroids 71 (2006) IX-XI 
prefixes. If the first letter of the suffix is a vowel, the terminal 'e' of the name of the 
hydrocarbon should be dropped (e.g., etiocholan-17-one). Unsaturation should be 
indicated by writing the locant number for the double bond(s) before the suffix (e.g., 3-
hydroxyandrost-5-en-17-one). Trivial names may be modified by prefixes indicating 
substituents (e.g., 17-hydroxyprogesterone) but must not be more cumbersome than 
the systematic names they replace. Chemically impossible trivial names (e.g., 20-
hydroxyprogesterone) are not acceptable. Alcohols are named as ols or hydroxy 
derivatives, not as dihydroketones. Isotope location should be designated by a prefix 



 60

bracket placed directly before the part of the name to which it applies (i.e., 
without a space or hyphen): e.g., 3,20-dihydroxy-[4-14C]pregnan-7-one; [3-
3H]methoxyandrostan-17-one, 11?,21- dihydroxy-[1,2-3H; 4-14C]pregnane-3,20-dione. 
Iodinated compounds, in which iodine is part of the structure, are to be labeled in 
the same manner; e.g., [16?-125I]iodoestradiol; 3-hydroxy- [21-125I]iodopregn-5-
en-20-one. 
 
Compound identity and purity 
Naturally occurring compounds 
Authors must include copies of key spectra for the characterization of new compounds. 
This material should be submitted separately as "Supporting Information" which will not 
appear in the journal, but will used by reviewers and be available on the web (see 
below). 
 
Synthetic compounds 
Identification of structure: Sufficient spectroscopic information must be presented to 
establish the structural identity of all new compounds. These data should appear in the 
Experimental Section and be adequate for unambiguous comparisons to be made 
between the reported compound and the same compound prepared independently. A 
list of proton or carbon-13 NMR peaks is generally sufficient, but if structural 
identification was based on NMR data, peaks assignments should also be given. Chemical 
shift data should be given only to two decimal places. Infrared absorptions diagnostic for 
key functional groups are also helpful, and high resolution mass spectroscopic data can 
provide an additional criterion of compound identity. When a series of closely related 
compounds is reported, spectroscopic data can be presented in a table, or full 
spectroscopic data for a representative member can be presented, with comments made 
on the spectral features unique to other members of the series. For known compounds, 
the source or literature reference to the method of preparation and characterization must 
be provided. Graphic images of spectra and additional information related to structure 
identification may be presented as Supporting Information, which will not appear in the 
journal but will be available on the web. 
Criteria for the purity of all compounds and of compounds with biological data: 
All new compounds reported need to be pure. Evidence of high purity is essential where 
biochemical or biological assay data are presented and related to compound structures; 
these compounds are termed "SAR compounds". The purity of SAR compounds should be 
more than 98 percent; the purity of other compounds should be more than 95 percent. 
Any questions related to the purity of SAR compounds should be presented in the Results 
section of the manuscript. 
Evidence for purity can take many forms: Combustion analyses for carbon, hydrogen and 
nitrogen is adequate. These data should appear in the Experimental Section and should 
agree with the calculated data within 0.4 percent, a recommended form for presentation 
is: C18H23NO4: calcd. C, 68.12; H, 
7.30; N, 4.41. Found. C, 68.50; H, 7.18; N, 4.26. 
When satisfactory combustion analyses are not available, evidence of purity should be 
provided by HPLC chromatograms run in two divergent solvent systems (typically normal 
and reversed phase solvent systems) or by high quality proton NMR spectra obtained at 
high signal-to-noise. These chromatograms or spectra should be included as 
supplementary data. 
 
Database linking and Accession numbers 
Elsevier aims at connecting online articles with external databases which are useful in 
their respective research communities. If your article contains relevant unique identifiers 
or accession numbers (bioinformatics) linking to information on entities (genes, proteins, 
diseases, etc.) or structures deposited in public databases, then please indicate those 
entities according to the standard explained below. 
Authors should explicitly mention the database abbreviation (as mentioned below) 
together with the actual database number, bearing in mind that an error in a letter or 
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number can result in a dead link in the online version of the article. 
Please use the following format: Database ID: xxxx 
Links can be provided in your online article to the following databases (examples of 
citations are given in parentheses): 
• GenBank: Genetic sequence database at the National Center for Biotechnical 
Information (NCBI) (GenBank ID: BA123456) 
• PDB: Worldwide Protein Data Bank (PDB ID: 1TUP) 
• CCDC: Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC ID: AI631510) 
• TAIR: The Arabidopsis Information Resource database (TAIR ID: AT1G01020) 
• NCT: ClinicalTrials.gov (NCT ID: NCT00222573) 
• OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM ID: 601240) 
• MINT: Molecular INTeractions database (MINT ID: 6166710) 
• MI: EMBL-EBI OLS Molecular Interaction Ontology (MI ID: 0218) 
• UniProt: Universal Protein Resource Knowledgebase (UniProt ID: Q9H0H5) 
• ASTM: ASTM Standards Database (ASTM ID: G63) 
 
Footnotes 
Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, 
using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and 
this feature may be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes 
in the text and present the footnotes themselves separately at the end of the article. Do 
not include footnotes in the Reference list. 
Table footnotes 
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter. 
 
Artwork Electronic artwork General points 
• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork. 
• Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font. 
• Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times, Symbol. 
• Number the illustrations according to their sequence in the text. 
• Use a logical naming convention for your artwork files. 
• Provide captions to illustrations separately. 
• Produce images near to the desired size of the printed version. 
• Submit each figure as a separate file. 
 
A detailed guide on electronic artwork is available on our website: 
http://www.elsevier.com/artworkinstructions 
You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are 
given here. 
Formats 
Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 
'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution 
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below): 
EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'. 
TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi. 
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi. 
TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi 
is required. If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, 
PowerPoint, Excel) then please supply 'as is'. 
Please do not: 
• Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution 
is too low; 
• Supply files that are too low in resolution; 
• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 
 
Color artwork 
Figures 
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Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS, or MS 
Office files) and with good resolution, please see 
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 
 
Colour figures 
If together with your accepted article, you submit usable colour figures, then Elsevier will 
ensure, at no additional charge, that these figures will appear in colour on the Web (e.g., 
ScienceDirect and other sites) regardless of whether these illustrations are reproduced in 
colour in the printed version. For colour reproduction in print, you will receive information 
regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. For further 
information on the preparation of electronic artwork, please see 
http://www.elsevier.com/artworkinstructions [Please note: Because of technical 
complications that can arise in converting colour figures to "grey scale" (for the printed 
version should you not opt for colour in print), please submit in addition usable black-
and-white files corresponding to all the colour illustrations]. 
 
Figure captions 
Figure legends 
Provide a concise legend for each figure that is sufficiently clear so that the figure can be 
understood without reference to the text. Legends to figures should be presented on a 
separate page. Identify and explain all abbreviations, symbols, and figure parts. The use 
of symbols in legends is restricted to standard ones that can be typeset; it is usually 
preferable to place the key symbols directly on the art. 
 
Tables 
Provide a title for each table. If a table must be continued to a second page, repeat all 
headings. 
 
References 
Citation in text 
Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and 
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full in the abstract itself. 
Unpublished results and personal communications are not recommended in the reference 
list, but may be mentioned in the text. If these references are included in the reference 
list they should follow the standard reference style of the journal and should include a 
substitution of the publication date with either "Unpublished results" or "Personal 
communication" Citation of a reference as "in press" implies that the item has been 
accepted for publication. 
 
Web references 
As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last 
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a 
source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately 
(e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be included in 
the reference list. 
 
References in a special issue 
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any 
citations in the text) to other articles in the same Special Issue. 
 
Reference style 
Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The 
actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given. 
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which 
they appear in the text. 
Examples: 
Reference to a journal publication: 
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[1] Van der Geer J, Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J 
Sci Commun 
2010;163:51–9. Reference to a book: 
[2] Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000. 
Reference to a chapter in an edited book: 
[3] Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: 
Jones BS, Smith 
RZ, editors. Introduction to the electronic age, New York: E-Publishing Inc; 2009, p. 
281–304. 
Note shortened form for last page number. e.g., 51–9, and that for more than 6 
authors the first 
6 should be listed followed by 'et al.' For further details you are referred to 'Uniform 
Requirements for Manuscripts submitted to Biomedical Journals' (J Am Med Assoc 
1997;277:927–34) (see also http://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html). 
 
Journal abbreviations source 
Journal names should be abbreviated according to 
Index Medicus journal abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html; List of 
title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php; CAS (Chemical 
Abstracts Service): http://www.cas.org/sent.html. 
 
Video data 
Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your 
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit 
with their article are strongly encouraged to include these within the body of the article. 
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or 
animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted 
files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. To 
ensure that your video or animation material is directly usable, please provide the files in 
one of our recommended file formats with a maximum size of 30 MB and running time of 5 
minutes. Video and animation files will be published online in the electronic version of 
your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: 
http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your files: you can choose any 
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used instead 
of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed 
instructions please visit our video instruction pages at 
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be 
embedded in the print version of the journal, please provide text for both the electronic 
and the print version for the portions of the article that refer to this content. 
 
Supplementary data 
Preparation of supplementary data 
Elsevier accepts supplementary material to support and enhance your scientific research. 
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting 
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background 
datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online 
alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including 
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. To ensure that your submitted material is 
directly usable, please ensure that data is provided in one of our recommended file 
formats: TIFF, EPS or PDF. MS Office files (Word, Powerpoint, Excel). Authors should 
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise 
and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our 
artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions." 
 
Submission checklist 
The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to 
the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any 
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item. 
Ensure that the following items are present: 
One author has been designated as the corresponding author with contact details: 
• E-mail address 
• Full postal address 
• Telephone and fax numbers 
All necessary files have been uploaded, and contain: 
• Keywords 
• All figure captions 
• All tables (including title, description, footnotes) Further considerations 
• Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked' 
• References are in the correct format for this journal 
• All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa 
• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources 
(including the Web) 
• Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web 
(free of charge) 
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-
white in print 
• If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also 
supplied for printing purposes 
For any further information please visit our customer support site at 
http://support.elsevier.com. 
 
DNA sequences and GenBank Accession numbers 
 
Many journals cite ''gene accession numbers'' in their running text and footnotes. Gene 
accession numbers refer to genes or DNA sequences about which further information can 
be found in the databases at the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at 
the National Library of Medicine. Authors wishing to enable other scientists to use the 
accession numbers cited in their papers via links to these sources should type this 
information in the following manner: For each and every accession number cited in an 
article, authors should type the accession number in bold, underlined text. Letters in the 
accession number should always be capitalized. (See Example 1 below). This 
combination of letters and format will enable Elsevier's typesetters to recognize the 
relevant texts as accession numbers and add the required link to GenBank's sequences. 
 
Example 1: ''(GenBank accession nos. AI631510, AI631511,AI632198, and BF223228), a 
B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and 
a T cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)''. Authors are encouraged to check 
accession numbers used very carefully. An error in a letter or number can result in a 
dead link. In the final version of the printed article, the accession number text will not 
appear bold or underlined (see Example 2 below). 
 
Example 2: ''(GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and BF223228), 
a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), 
and a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)''. In the final version of the 
electronic copy, the accession number text will be linked to the appropriate source in the 
NCBI databases, enabling readers to go directly to that source from the article (see 
Example 3 below). 
 
Example 3: ''(GenBank accession nos. AI631510, AI631511, AI632198, and BF223228), 
a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), 
and a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)''. 
 
Style 
Note that Steroids uses the serial comma, e.g., Jones, Smith, and Brown (comma before 
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'and' in a series of three or more items). American-style spelling is required. For 
example: color, not colour; hydrolyze, not hydrolyse; estrogen, not oestrogen; labeled, 
not labelled. End-of-line hyphenation should be according to American-style word 
division (based on pronunciation, not word derivation). Leave a space between number 
and unit (50 mg, 3.5 M). For solvent proportions use the following style: 
ethanol/methanol (70:30 v/v) or ethyl acetate/isooctane (1:1). 
 
Letters to the Editor 
There is no specific format but there should be a short abstract of no more than 2 
sentences; and no more than 5 references. There is word limit of 2, 500 words, not to 
exceed 2 -3 published pages including figures , tables, abstract and references. A 
maximum of any combination of 2 tables or figures is allowed. 
 
AFTER ACCEPTANCE 
Use of the Digital Object Identifier 
The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. 
The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a 
document by the publisher upon the initial electronic publication. The assigned DOI never 
changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document, particularly 'Articles in 
press' because they have not yet received their full bibliographic information. The correct 
format for citing a DOI is shown as follows (example taken from a document in the 
journal Physics Letters B): 
doi:10.1016/j.physletb.2010.09.059 
When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, the DOIs are 
guaranteed never to change. 
 
Proofs 
One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding 
author (if we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) 
or, a link will be provided in the e-mail so that authors can download the files 
themselves. Elsevier now provides authors with PDF proofs which can be annotated; for 
this you will need to download Adobe Reader version 7 (or higher) available free from 
http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files will accompany 
the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe 
site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html. 
If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections 
(including replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list 
your corrections quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark 
the corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a 
printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post. Please 
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness 
of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for 
publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will 
do everything possible to get your article published quickly and accurately – please let us 
have all your corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections 
are sent back to us in one communication: please check carefully before replying, as 
inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your 
responsibility. Note that Elsevier may proceed with the publication of your article if no 
response is received. 
 
Offprints 
The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form 
which is sent once the article is accepted for publication. The PDF file is a watermarked 
version of the published article and includes a cover sheet with the journal cover image 
and a disclaimer outlining the terms and conditions of use. 
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