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RESUMO

Este estudo teve por objetivo analisar as alterações histológi-
cas, histoquímicas e morfométricas das fibras do músculo sóleo
de ratos submetidos a um programa de natação, associado ou
não à administração do esteróide anabólico decanoato de nandro-
lona. Foram utilizados 22 ratos Wistar machos, 12 dos quais rece-
beram injeção intramuscular do esteróide (5mg/kg) e 10, óleo
mineral (5mg/kg), duas vezes por semana. Os animais foram sub-
metidos a 42 sessões de natação por nove semanas (de segunda
a sexta-feira), com aumento progressivo de carga por meio do
tempo de natação. Após o sacrifício, o músculo sóleo esquerdo
foi retirado, imerso em n-hexana e acondicionado em nitrogênio
líquido. Cortes do terço médio desse músculo foram feitos em
micrótomo criostato (–20oC) e corados pela técnica HE e pelo
método histoquímico NADH-TR. Os animais submetidos a treina-
mento físico e a esteróide (TA) ou óleo mineral (TO) apresentaram
fibras musculares com maior diâmetro, quando comparados com
os animais-controle (NTA e NTO). Não houve diferença significati-
va entre as medidas das médias dos diâmetros das fibras dos gru-
pos NTA e NTO e entre TA e TO. Nos grupos TA e NTA notou-se
acentuado processo de fagocitose, arredondamento e hialiniza-
ção das fibras musculares. Já nos grupos TA, TO e NTA observou-
se perda da atividade enzimática oxidativa. Os resultados suge-
rem que a natação produz hipertrofia muscular de forma
semelhante, tanto no grupo que recebeu esteróide como no que
recebeu óleo mineral. No entanto, o grupo que recebeu esteróide
apresentou sinais claros de maior degeneração muscular.

ABSTRACT

Effects of the anabolic steroid nandrolone on the soleum

muscle of rats submitted to physical training through

swimming: histological, histochemical and

morphometrical study

The objective of this study was to analyze the histological, histo-
chemical and morphometrical alterations of the fibers from the so-
leum muscle of rats submitted to a swimming program, associated
or not to the administration of the anabolic steroid decanoate of
nandrolone. 22 male Wistar rats were used, 12 of which received a
muscle injection of steroid (5 mg/kg) and 10 received mineral oil (5
mg/kg), twice a week. The animals were submitted to 42 sessions
of swimming during nine weeks (from Monday to Friday), with grad-
ual load increase through the swimming time. After sacrifice, the

left soleum muscle was removed, immersed in n-hexane and con-
ditioned in liquid nitrogen. Third middle cuts of this muscle were
made in microtome cryostat (–20oC), and stained through HE tech-
nique and through NADH-TR histochemic method. The animals sub-
mitted to physical training and steroid (TA) or mineral oil (TO) pre-
sented muscle fibers with bigger diameter when compared to the
ones from the control group (NTA and NTO). There was not signifi-
cant difference between NTA and NTO and between TA and TO
groups fiber diameters measures. In the TA and NTA groups, se-
vere process of phagocytes, rounding and hyalinization of muscle
fibers was observed. On the other hand, in the TA, TO and NTA
groups, loss of the oxidative enzymatic activity was seen. The re-
sults suggest that swimming produces muscle hypertrophy similar-
ly, not only in the group that received steroid, but also in the one
that received mineral oil. However, the group that received steroid
presented clear signs of greater muscle degeneration.

RESUMEN

Efectos del esteróide anabólico nandrolona sobre el músculo

soleo de ratones sometidos a entrenamiento físico a través de

natación: estudio histológico, histoquímico y morfométrico

Este estudio ha tenido como objetivo analizar las alteraciones
histológicas, histoquímicas y morfométricas de las fibras del mús-
culo soleo de ratones sometidos a un programa de natación, aso-
ciado o no a la administração del esteróide anabólico decanoato
de nandrolona. Fueron utilizados 22 ratones Wistar machos, 12 de
los cuales recibieron inyección intramuscular del esteróide (5 mg/
kg) y 10 recibieron aceite mineral (5 mg/kg), dos veces por sema-
na. Los animales fueron sometidos a 42 sesiones de natación
durante nueve semanas (de lunes a viernes), con aumento pro-
gresivo de carga mediante el tiempo de natación. Después del
sacrificio, el músculo soleo izquierdo fue retirado, colocado en n-
hexana y acondicionado en nitrógeno líquido. Se hicieron cortes
del tercio medio de ese músculo en micrótomo criostato (–20oC) y
pigmentados por la técnica HE y por el método histoquímico NADH-
TR. Los animales sometidos a entrenamiento físico y al esteróide
(TA) o aceite mineral (TO) presentaron fibras musculares con ma-
yor diámetro, cuando comparados con los animales control (NTA y
NTO). No hubo diferencia significativa entre las medidas de los
promedios de los diámetros de las fibras de los grupos NTA y NTO
y entre TA y TO. En los Grupos TA y NTA se notó acentuado proce-
so de fagocitosis, redondeo y hialinización de las fibras muscula-
res. Sin embargo, en los grupos TA, TO y NTA se observó pérdida
de la actividad enzimática de oxidación. Los resultados sugieren
que la natación produce hipertrofia muscular de forma semejante,
tanto en el grupo que recibió esteróide como en el que recibió
aceite mineral. A pesar de eso, el grupo que recibió esteróide pre-
sentó claras señales de mayor degeneración muscular.
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INTRODUÇÃO

Os esteróides anabólicos são substâncias sintéticas derivadas
da testosterona que vêm despertando a atenção dos pesquisado-
res e de profissionais da área da saúde, devido a sua utilização
irregular e em altas doses por atletas, estimada entre 10 e 100
vezes maior que a terapêutica(1), com o objetivo de melhorar o
desempenho físico e aumentar a massa muscular(2-4).

Essas substâncias aumentam a síntese de proteínas e o cresci-
mento celular com pouco efeito androgênico(5). No entanto, o seu
uso tem sido associado a efeitos colaterais indesejáveis no fíga-
do, sistema cardiovascular, sistema reprodutivo e no estado psi-
cológico do usuário(6-9).

Quando utilizadas durante o treinamento físico, no aparelho lo-
comotor, essas substâncias produzem aumento tanto da massa
como da força muscular, além de reduzir o tempo de recuperação
após o treinamento físico(5), características desejáveis para atletas
de alto desempenho. A eficácia do ganho de força e do aumento
da massa muscular promovida pelo uso de esteróides ainda é bas-
tante controvertida. Em animais, a combinação de esteróides ana-
bolizantes e treinamento físico intenso não produziu aumento sig-
nificativo na massa muscular quando comparado com animais
submetidos somente a treinamento físico(10). Por outro lado, ou-
tros estudos relataram não só aumento da força muscular como
também alto consumo de proteínas e calorias(11), havendo inclusi-
ve a suspeita de que os esteróides anabólicos produzem hipertro-
fia mesmo em músculos imobilizados(12).

Um dos modelos experimentais que pode ser utilizado para mi-
metizar os efeitos do treinamento físico sobre o sistema músculo-
esquelético em animais de laboratório é a natação, um modelo
experimental que, além da atividade física propriamente dita, pro-
duz também forte estímulo emocional que está relacionado ao
tipo de atividade não habitual, à impossibilidade de fuga e à emi-
nência de morte(13,14). Na natação, a carga imposta ao aparelho
locomotor se faz em função da viscosidade do meio, que produz
resistência ao movimento, e das propriedades de flutuação do
animal(15). Além disso, outros fatores adicionais podem influenciar
as respostas ao exercício na água, como a pressão hidrostática e
o calor específico da mesma(16,17).

Considerando-se essas premissas, o objetivo do estudo foi ve-
rificar as alterações histológicas, histoquímicas e morfométricas
produzidas nas fibras musculares do músculo sóleo em dois gru-
pos de ratos (sedentários e não sedentários), associadas ou não
ao uso de esteróide anabólico.

MÉTODOS

Para a realização dos experimentos foram utilizados 22 ratos
machos, da linhagem Wistar (Rattus novergicus), com idade entre
100 e 180 dias, mantidos em gaiolas plásticas (30 x 16 x 19cm)
coletivas com, no máximo, cinco animais. Antes de ser utilizados,
esses animais permaneceram no biotério por uma semana para
adaptação, com temperatura média de 22 ± 2oC e ciclo claro/es-
curo de 12 horas, com o ciclo claro iniciando-se às 7:00h. Os ani-
mais foram alimentados com ração padrão (Ração Probiotério –
Marca Primus) e água de torneira fornecida à vontade. Todos os
procedimentos adotados foram aprovados pelo Comitê de Ética
em Pesquisa da Faculdade de Ciências e Tecnologia (Processo no

035/2005) da Universidade Estadual Paulista – FCT/UNESP.
Os animais foram divididos em quatro grupos: dois sem ativida-

de física (denominados sedentários) e dois submetidos à natação
(denominados treinados). Dois grupos (sedentários e treinados)
receberam duas vezes por semana injeção intramuscular de óleo
mineral (5mg/kg – Nujol – Schering-Plough), enquanto que outros
dois (sedentários e treinados) receberam 5mg/kg de decanoato
de nandrolona (Deca-Durabolin® – Organon) duas vezes/semana(18).

Os animais dos grupos treinados foram submetidos a 42 ses-
sões de natação por nove semanas (de segunda a sexta-feira) em

um tanque medindo 100cm x 50cm x 60cm e profundidade de 40cm,
contendo água a 30oC em quantidade suficiente para evitar que os
animais apoiassem a extremidade da cauda     no fundo do tanque.

O programa de treinamento consistiu de sessões diárias de na-
tação, cinco dias por semana(13,19), entre 8:00 e 11:00h, com so-
brecarga produzida pelo aumento do tempo de treinamento. Na
primeira semana os animais nadaram 10, 20, 30, 40 e 50 minutos
por dia. Na segunda semana nadaram 50 minutos (segunda e ter-
ça) e 60 minutos (quarta a sexta-feira). Na terceira esse tempo foi
de 60 (segunda e terça) e 70 minutos (quarta a sexta). Esse tempo
foi mantido até a sexta semana, quando então se passou para 90
minutos/dia (quarta a sexta), permaneceu assim na sétima sema-
na e na oitava semana aumentou para 120 minutos (quinta e sex-
ta), mantendo-se assim na nona semana.

Imediatamente após o sacrifício por injeção intraperitoneal de
pentobarbital sódico(20), foi retirado um fragmento central de 2,0cm
por 0,8cm do músculo sóleo do membro pélvico esquerdo, to-
mando-se o cuidado de manter as fibras musculares dispostas
longitudinalmente no eixo maior do fragmento. Esses fragmentos
foram congelados por imersão em n-hexana resfriada a –70°C em
nitrogênio líquido pelo método de congelamento de tecido não
fixado(21) e armazenados em botijão de nitrogênio.

Dos 22 fragmentos foram confeccionadas 22 lâminas, com cor-
tes de oito µm de espessura, coradas pela hematoxilina e eosi-
na(22), para avaliação das seguintes características: forma, tama-
nho, posição dos núcleos, coloração do sarcoplasma e presença
de hiperplasia,     conforme metodologia já descrita na literatura(23-25).
Para avaliação do grau de hipertrofia das fibras musculares foi uti-
lizado o método da mensuração do menor diâmetro em amostras
de 120 fibras por animal, pelo sistema de análise de imagem com-
putadorizada, através do software Image Pro-Plus, seguindo os
critérios de Dubowitz et al.(26).

Para demonstração da atividade nicotinamida adenina dinucleo-
tídio tetrazólio reductase (NADH-TR), que indica a presença da ati-
vidade oxidativa, foi avaliado o teor de formazana no sarcoplasma
das fibras, tendo-se utilizado a técnica de Pearse modificada por
Dubowitz e Broke(27).

Os valores do menor diâmetro das fibras musculares foram com-
parados por análise de variância bifatorial, com os fatores estado
de treinamento (sedentário e treinado) e droga (esteróide anaboli-
zante e óleo mineral), seguida do teste T-LSD para comparações
múltiplas de médias. Valores de p menores do que 0,05 foram
indicativos de significância estatística.

RESULTADOS

Nas lâminas dos animais do grupo sedentário que recebeu óleo
mineral (NTO) verificou-se a presença de fibras musculares com
contornos poligonais, núcleos em posição periférica e padrão fas-
cicular normal. Nas lâminas dos animais do grupo sedentário que
recebeu esteróide (NTA) observou-se a presença de fibras poli-
mórficas, hialinizadas e fagocitadas (figura 1). Nas lâminas dos ani-
mais do grupo treinado que recebeu óleo mineral (TO) observa-
ram-se regiões com aspecto normal e áreas com fibras musculares
em fase final de fagocitose e fibras anguladas, com tendência a
arredondamento (figuras 2 e 3). Nas lâminas do grupo treinado
que recebeu esteróide (TA) observou-se aumento das fibras hiper-
tróficas, com núcleo central e de fibras arredondadas, com apare-
cimento, inclusive, do splitting. Observou-se também presença
de fibras angulosas atróficas em processo de fagocitose, além de
fibras hipertróficas e hialinizadas (figuras 4 e 5).

Na avaliação da atividade oxidativa do grupo NTO verificou-se
que a maioria das fibras apresentava padrão normal para a reação.
Nos animais dos outros grupos NTA, TO e TA observou-se aumen-
to da atividade enzimática, sendo mais intenso no grupo TA, ca-
racterizada pela presença de grânulos corados em azul (formaza-
na) que se depositaram nos locais onde estavam as mitocôndrias,
em geral na periferia das células (figura 6).
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Figura 1 – Secção transversal da região mediana do m. sóleo de rato
sedentário submetido à administração de esteróide. Observam-se fibras
poligonais, núcleos periféricos e padrão fascicular. Maior extensão do com-
prometimento morfológico: fibras polimorfas (P), fibras angulares atrófi-
cas pequenas (A) ao lado de hipertróficas (H), fibras em processo de split-
ting (^) e processo de fagocitose(*) (HE 200x).

Figura 2 – Secção transversal da região mediana do m. sóleo de rato
treinado submetido à administração de óleo mineral. Observam-se fibras
com aspectos normais e áreas com fibras angulosas com polimorfismo
(B), com tendência a arredondamento (A) e endomísio aumentado (HE
200x).

Figura 3 – Secção transversal da região mediana do m. sóleo de rato
treinado submetido à administração de óleo mineral. Observa-se proces-
so de fagocitose em fase inicial (B) e presença de fibras polimorfas (A)

(HE 500x).

Figura 4 – Secção transversal da região mediana do m. sóleo de rato
treinado submetido à administração de esteróide. Observa-se afastamen-
to de fibras musculares, reação inflamatória, aumento do número de nú-
cleos, fagocitose com perda de fibras musculares (*), splitting (<) e poli-
morfismo de fibras (A) (HE 200x).

Figura 5 – Secção transversal da região mediana do m. sóleo de rato
treinado submetido à administração de esteróide. Observam-se fibras an-
gulosas atróficas (A) e hipertróficas (B) (HE 500x).

Figura 6 – Secção transversal da região mediana do m. sóleo de rato
treinado submetido à administração de esteróide. Observam-se distribui-
ção irregular do produto da reação, fibras com perda da atividade enzimá-
tica (*) e presença de agregados amorfos no interior das fibras (<) (NADH-
TR – 500x).
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TABELA 1

Valores médios, acompanhados dos respectivos desvios-padrões,

medidos em micrômetros, do menor diâmetro das fibras do

músculo sóleo dos animais dos grupos experimentais e controles

Grupo Valor médio Desvio-padrão

NTA 38,98* 2,08
NTO 38,40* 1,22
TA 41,94* 2,33
TO 42,83* 3,34

NTA = não treinado anabolizante, NTO = não treinado óleo; TA = treinado anabolizante, TO =
treinado óleo. *Valores médios estatisticamente significantes em comparação com seu respecti-
vo controle (p < 0,05; ANOVA bifatorial + teste T-LSD).

Figura 7 – Distribuição percentual da quantidade de fibras musculares
nos vários diâmetros das fibras entre os grupos experimentais e contro-
les

As análises da medida do diâmetro das fibras musculares mos-
traram diferenças significativas para o fator estado de treinamen-
to (F = 14,23; p = 0,0014), enquanto que não observamos diferen-
ças entre o fator droga (F = 0,01; p = 0,9391) e a interação estado
de treinamento x droga (F = 0,57; p = 0,4606). O teste T-LSD
mostrou que a medida do menor diâmetro das fibras musculares
dos animais dos grupos TA e TO foi significativamente diferente
quando comparada com os seus respectivos controles (tabela 1).

oxidativa da fibra pode estar relacionada à lesão muscular. Foram
observados também agregados amorfos de formazana em posi-
ção mais central à fibra, indicando o deslocamento de mitocôn-
drias.

Em ambos os grupos treinados também foram observadas per-
da de atividade enzimática e distribuição irregular do produto da
reação. Além disso, nos animais treinados com o esteróide houve
presença de agregados amorfos e fibras angulosas e atróficas com
reação mais intensa.

Exercícios físicos intensos produzem lesões nos músculos es-
queléticos, acompanhadas de dor, edema e fadiga, principalmen-
te durante atividades em que forças excêntricas e elevados picos
de contrações são solicitados(28-31). No presente estudo, algumas
dessas características parecem ter ocorrido, especialmente no
exercício mais prolongado, quando os animais demonstravam ten-
dência a apoiar os membros pélvicos no fundo do tanque para
impulsionar o corpo para cima.

Assim, os animais da presente pesquisa mostraram quadro de
estresse mecânico, que é um dos principais fatores que podem
acarretar dano muscular durante o exercício(30).

Com relação à morfometria das fibras, os resultados mostra-
ram que não ocorreram diferenças significativas nos diâmetros
das fibras do músculo sóleo dos animais sedentários submetidos
à administração de esteróide quando comparados com os animais
sedentários que receberam óleo mineral, o que difere do observa-
do no músculo gastrocnêmio de ratos sedentários onde a admi-
nistração de anabolizante, com dose oito vezes a dose terapêuti-
ca, produziu hipertrofia de fibras do tipo IIb desse músculo(32).

Neste estudo o menor diâmetro das fibras musculares foi men-
surado em lâminas coradas com HE; portanto, não foi mensurado
o diâmetro dos vários tipos de fibras. Uma vez que o músculo
sóleo apresenta predomínio de fibra tipo I(33), que tem metabolis-
mo oxidativo e menor diâmetro, a hipertrofia poderia ocorrer em
maior grau nas fibras tipo II, o que parece explicar o aumento não
significativo das médias dos diâmetros das fibras avaliadas.

Nos animais que foram submetidos ao treinamento físico com
e sem a administração do esteróide anabólico, observou-se au-
mento significativo do diâmetro das fibras musculares em compa-
ração com os animais que não foram submetidos à natação, sem
diferenças significativas entre eles, o que demonstra que esse
aumento foi induzido pelo treinamento físico e não pela adminis-
tração do esteróide.

O aumento de força muscular e, conseqüentemente, hipertro-
fia das fibras pelo uso de esteróides, ocorre quando sua adminis-
tração é associada a um treinamento físico intenso e uma dieta
hipercalórica e hiperprotéica(11). Isso parece não ter sido observa-
do neste trabalho, pois a dieta empregada neste estudo possui
uma composição química balanceada (Ração Probiotério – Marca
Primus) e o exercício utilizado não foi de alta intensidade.

Outro fator que pode também estar relacionado aos resultados
apresentados neste trabalho é a dose da droga utilizada, pois as
fibras musculares apresentam diferentes reações, dependendo
da dose aplicada. Como exemplo disso, a administração de deca-
noato de nandrolona, diariamente, por cinco semanas, em dois
grupos de ratos tratados com baixas doses (1,5mg/kg) e altas do-
ses (7,5mg/kg), produziu aumento das fibras tipo I somente nos
animais tratados com baixas doses e hipertrofia das fibras tipo IIb
nos animais tratados com altas doses(34). Em nossos experimen-
tos, utilizamos uma dose de 5mg/kg, que é próxima da dose utiliza-
da por Bisschop et al.(34) para produzir hipertrofia das fibras tipo IIb.

Associada a esses fatores, a ação do anabolizante parece ser
seletiva, induzindo maior alteração no diâmetro de certos tipos de
fibras musculares, como relatado por Furumura(35) e Calis(32), os
quais mostraram que o uso de esteróide (Stanozoeol ) associado a
treinamento físico por natação provocou hipertrofia das fibras mus-
culares do tipo II, sendo que as fibras do tipo I apresentaram so-
mente hipertrofia moderada.

Em todos os grupos estudados o diâmetro das fibras muscula-
res variou de 30 a 50mm. Nos grupos não treinados essa faixa
variou de 30 a 40mm, enquanto que nos treinados (com e sem o
uso de esteróides) variou de 40 a 50mm (figura 7).

DISCUSSÃO

Os achados histológicos mostraram que a administração do es-
teróide produziu lesão muscular no grupo sedentário, enquanto
que a administração do óleo mineral não causou lesão nesse gru-
po. Nos grupos treinados, lesões musculares foram observadas
em ambos os grupos, sendo mais evidentes nos animais subme-
tidos à administração de esteróide. Essas lesões foram caracteri-
zadas, principalmente, pela presença de células arredondas, com
splitting, e células fagocitadas.

Por outro lado, a análise das lâminas preparadas pela reação
enzimática (NADH-TR) demonstrou aumento da atividade meta-
bólica celular não só nos grupos treinados, mas também no grupo
sedentário em que havia sido administrado o esteróide, mostran-
do que essa substância pode acelerar o metabolismo celular.

Nos animais do grupo sedentário com administração de anabo-
lizante foram observadas acentuada perda de atividade NADH-TR
e fibras atróficas com atividade reativa fraca, o que está relaciona-
do a uma menor oxidação no sistema NADH2. A menor atividade
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Considerando esses achados, o aumento de diâmetro pode ter
ocorrido mais intensamente nas fibras tipo II. No entanto, no mús-
culo sóleo há maior predominância de fibras tipo I(33) e, devido a
isso, a hipertrofia induzida pela droga não seria tão evidente para
produzir alteração na média dos diâmetros das fibras musculares
desse músculo.

Outro fator que pode ter contribuído para a pequena ação ana-
bólica sobre as fibras do músculo sóleo nos animais treinados pode
estar relacionado à predominância de receptores de esteróides
em determinadas regiões do corpo e à diferença existente entre
as espécies animais(36,37).

Neste trabalho o incremento de carga ao longo do treinamento
foi produzido pelo aumento do tempo de treinamento e não por
sobrecarga externa, como utilizado em outros trabalhos(38,39). Acre-
ditamos que o incremento de carga externa durante o treinamen-
to poderia acentuar as alterações observadas, devido à maior so-
brecarga a que esses animais seriam submetidos. Aumentos de
lesões musculares durante o exercício são dependentes da dura-
ção e da intensidade do treinamento(40).

CONCLUSÃO

Os resultados apresentados indicam que o acometimento do
tecido muscular por alterações morfológicas características de
processos de lesão e perda de atividade enzimática das fibras ocor-
reram mais intensamente nos animais dos grupos em que se ad-
ministrou a droga, quando comparados com seus respectivos con-
troles. Em relação à medida do diâmetro das fibras musculares do
sóleo, ambos os grupos treinados apresentaram diâmetros equi-
valentes e maiores que os observados nos animais sedentários,
indicando que o aumento do diâmetro das fibras musculares nes-
ses animais ocorreu em função do exercício físico e não pela ad-
ministração do esteróide anabolizante.

Todos os autores declararam não haver qualquer potencial confli-
to de interesses referente a este artigo.
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