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RESUMO

Este estudo teve por objetivo analisar as alteragdes histoldgi-
cas, histoquimicas e morfométricas das fibras do musculo séleo
de ratos submetidos a um programa de natagdo, associado ou
ndo a administracdo do esterdide anabdlico decanoato de nandro-
lona. Foram utilizados 22 ratos Wistar machos, 12 dos quais rece-
beram injecdo intramuscular do esterdide (5mg/kg) e 10, dleo
mineral (5mg/kg), duas vezes por semana. Os animais foram sub-
metidos a 42 sessdes de natagdo por nove semanas (de segunda
a sexta-feira), com aumento progressivo de carga por meio do
tempo de natagdo. Apos o sacrificio, 0 masculo séleo esquerdo
foi retirado, imerso em n-hexana e acondicionado em nitrogénio
liquido. Cortes do terco médio desse musculo foram feitos em
micré6tomo criostato (-20°C) e corados pela técnica HE e pelo
método histoquimico NADH-TR. Os animais submetidos a treina-
mento fisico e a esterdéide (TA) ou 6leo mineral (TO) apresentaram
fibras musculares com maior didmetro, quando comparados com
0s animais-controle (NTA e NTO). N&do houve diferenca significati-
va entre as medidas das médias dos diametros 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-
¢ao das fibras musculares. Ja nos grupos TA, TO e NTA observou-
se perda da atividade enzimatica oxidativa. Os resultados suge-
rem que a natacao produz hipertrofia muscular de forma
semelhante, tanto no grupo que recebeu esterdide como no que
recebeu 6leo mineral. No entanto, o grupo que recebeu esterdide
apresentou sinais claros de maior degeneracdo 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
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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 (-20°C), 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 esterdide anabdlico nandrolona sobre el musculo
soleo de ratones sometidos a entrenamiento fisico a través de
natacion: estudio histolégico, histoquimico y morfométrico

Este estudio ha tenido como objetivo analizar las alteraciones
histolégicas, histoquimicas y morfométricas de las fibras del mus-
culo soleo de ratones sometidos a un programa de natacion, aso-
ciado o no a la administracdo del esterdide anabdlico decanoato
de nandrolona. Fueron utilizados 22 ratones Wistar machos, 12 de
los cuales recibieron inyeccion intramuscular del esterdide (5 mg/
kg) y 10 recibieron aceite mineral (5 mg/kg), dos veces por sema-
na. Los animales fueron sometidos a 42 sesiones de natacion
durante nueve semanas (de lunes a viernes), con aumento pro-
gresivo de carga mediante el tiempo de natacion. Después del
sacrificio, el musculo soleo izquierdo fue retirado, colocado en n-
hexana y acondicionado en nitrégeno liquido. Se hicieron cortes
del tercio medio de ese musculo en micrétomo criostato (-20°C) y
pigmentados por la técnica HE y por el método histoquimico NADH-
TR. Los animales sometidos a entrenamiento fisico y al esterdide
(TA) o aceite mineral (TO) presentaron fibras musculares con ma-
yor diametro, cuando comparados con los animales control (NTA y
NTO). No hubo diferencia significativa entre las medidas de los
promedios de los diametros de las fibras de los grupos NTA y NTO
yentre TAy TO. En los Grupos TA y NTA se notoé acentuado proce-
so de fagocitosis, redondeo y hialinizacion de las fibras muscula-
res. Sin embargo, en los grupos TA, TO y NTA se observo pérdida
de la actividad enzimatica de oxidacion. Los resultados sugieren
que la natacion produce hipertrofia muscular de forma semejante,
tanto en el grupo que recibié esteréide como en el que recibié
aceite mineral. A pesar de eso, el grupo que recibié esterdide pre-
sento claras sefiales de mayor degeneracion muscular.
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INTRODUCAO

Os esterodides anabolicos sdo substancias sintéticas derivadas
da testosterona que vém despertando a atencdo dos pesquisado-
res e de profissionais da area da saude, devido a sua utilizagdo
irregular e em altas doses por atletas, estimada entre 10 e 100
vezes maior que a terapéutica”, com o objetivo de melhorar o
desempenho fisico e aumentar a massa muscular.

Essas substancias aumentam a sintese de proteinas e o cresci-
mento celular com pouco efeito androgénico®. No entanto, o seu
uso tem sido associado a efeitos colaterais indesejaveis no figa-
do, sistema cardiovascular, sistema reprodutivo e no estado psi-
colégico do usuario®?),

Quando utilizadas durante o treinamento fisico, no aparelho lo-
comotor, essas substancias produzem aumento tanto da massa
como da forga muscular, além de reduzir o tempo de recuperagao
apos o treinamento fisico®, caracteristicas desejaveis para atletas
de alto desempenho. A eficacia do ganho de for¢ca e do aumento
da massa muscular promovida pelo uso de esterdides ainda é bas-
tante controvertida. Em animais, a combinagao de esteroides ana-
bolizantes e treinamento fisico intenso ndo produziu aumento sig-
nificativo na massa muscular quando comparado com animais
submetidos somente a treinamento fisico®?. Por outro lado, ou-
tros estudos relataram ndo s6 aumento da forca muscular como
também alto consumo de proteinas e calorias®, havendo inclusi-
ve a suspeita de que os esterdides anabolicos produzem hipertro-
fia mesmo em musculos imobilizados®?.

Um dos modelos experimentais que pode ser utilizado para mi-
metizar os efeitos do treinamento fisico sobre o sistema musculo-
esquelético em animais de laboratério € a natagdo, um modelo
experimental que, além da atividade fisica propriamente dita, pro-
duz também forte estimulo emocional que esta relacionado ao
tipo de atividade ndo habitual, a impossibilidade de fuga e a emi-
néncia de morte®14, Na natacdo, a carga imposta ao aparelho
locomotor se faz em funcgédo da viscosidade do meio, que produz
resisténcia ao movimento, e das propriedades de flutuagdo do
animal®®, Além disso, outros fatores adicionais podem influenciar
as respostas ao exercicio na agua, como a pressao hidrostatica e
o calor especifico da mesmat6.17),

Considerando-se essas premissas, o0 objetivo do estudo foi ve-
rificar as alteragBes histologicas, histoquimicas e morfométricas
produzidas nas fibras musculares do musculo s6leo em dois gru-
pos de ratos (sedentarios e ndo sedentarios), associadas ou nédo
ao uso de esterodide anabolico.

METODOS

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados 22 ratos
machos, da linhagem Wistar (Rattus novergicus), com idade entre
100 e 180 dias, mantidos em gaiolas plasticas (30 x 16 x 19cm)
coletivas com, no maximo, cinco animais. Antes de ser utilizados,
esses animais permaneceram no biotério por uma semana para
adaptacdo, com temperatura média de 22 + 2°C e ciclo claro/es-
curo de 12 horas, com o ciclo claro iniciando-se as 7:00h. Os ani-
mais foram alimentados com ragdo padrdo (Racdo Probiotério —
Marca Primus) e agua de torneira fornecida a vontade. Todos os
procedimentos adotados foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia (Processo n°
035/2005) da Universidade Estadual Paulista — FCT/UNESP.

Os animais foram divididos em quatro grupos: dois sem ativida-
de fisica (denominados sedentérios) e dois submetidos a natagéo
(denominados treinados). Dois grupos (sedentarios e treinados)
receberam duas vezes por semana injecdo intramuscular de éleo
mineral (5mg/kg — Nujol - Schering-Plough), enquanto que outros
dois (sedentérios e treinados) receberam 5mg/kg de decanoato
de nandrolona (Deca-Durabolir® — Organon) duas vezes/semana®),

Os animais dos grupos treinados foram submetidos a 42 ses-
sbes de natacdo por nove semanas (de segunda a sexta-feira) em
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um tanque medindo 100cm x 50cm x 60cm e profundidade de 40cm,
contendo agua a 30°C em quantidade suficiente para evitar que os
animais apoiassem a extremidade da cauda no fundo do tanque.

O programa de treinamento consistiu de sessoes diarias de na-
tacdo, cinco dias por semana®319, 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-
¢a) e 60 minutos (quarta a sexta-feira). Na terceira esse tempo foi
de 60 (segunda e terca) e 70 minutos (quarta a sexta). Esse tempo
foi mantido até a sexta semana, quando entdo 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 apds o sacrificio por injecdo intraperitoneal de
pentobarbital sddico®, foi retirado um fragmento central de 2,0cm
por 0,8cm do musculo séleo 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 imersdo em n-hexana resfriada a —70°C em
nitrogénio liquido pelo método de congelamento de tecido ndo
fixado®V e armazenados em botijdo de nitrogénio.

Dos 22 fragmentos foram confeccionadas 22 laminas, com cor-
tes de oito um de espessura, coradas pela hematoxilina e eosi-
na?, para avaliacdo das seguintes caracteristicas: forma, tama-
nho, posicdo dos nudcleos, coloragdo do sarcoplasma e presenca
de hiperplasia, conforme metodologia ja descrita na literatura@329),
Para avaliacdo do grau de hipertrofia das fibras musculares foi uti-
lizado o método da mensuracdo do menor didmetro em amostras
de 120 fibras por animal, pelo sistema de analise de imagem com-
putadorizada, através do software Image Pro-Plus, seguindo os
critérios de Dubowitz et al.?®).

Para demonstragdo da atividade nicotinamida adenina dinucleo-
tidio tetrazolio reductase (NADH-TR), que indica a presenca 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®?.

Os valores do menor didmetro das fibras musculares foram com-
parados por andlise de variancia bifatorial, com os fatores estado
de treinamento (sedentario e treinado) e droga (esteréide anaboli-
zante e 6leo mineral), seguida do teste T-LSD para comparacgdes
multiplas de médias. Valores de p menores do que 0,05 foram
indicativos de significancia estatistica.

RESULTADOS

Nas laminas dos animais do grupo sedentario que recebeu 6leo
mineral (NTO) verificou-se a presenca de fibras musculares com
contornos poligonais, nicleos em posicédo periférica e padréo fas-
cicular normal. Nas laminas dos animais do grupo sedentario que
recebeu esteréide (NTA) observou-se a presenca de fibras poli-
morficas, hialinizadas e fagocitadas (figura 1). Nas laminas dos ani-
mais do grupo treinado que recebeu 6leo mineral (TO) observa-
ram-se regides com aspecto normal e areas com fibras musculares
em fase final de fagocitose e fibras anguladas, com tendéncia a
arredondamento (figuras 2 e 3). Nas laminas do grupo treinado
gue recebeu esteroide (TA) observou-se aumento das fibras hiper-
tréficas, com nicleo central e de fibras arredondadas, com apare-
cimento, inclusive, do splitting. Observou-se também presenca
de fibras angulosas atréficas em processo de fagocitose, além de
fibras hipertréficas e hialinizadas (figuras 4 e 5).

Na avaliacdo da atividade oxidativa do grupo NTO verificou-se
que a maioria das fibras apresentava padrdo normal para a reagao.
Nos animais dos outros grupos NTA, TO e TA observou-se aumen-
to da atividade enzimatica, sendo mais intenso no grupo TA, ca-
racterizada pela presenca de granulos corados em azul (formaza-
na) que se depositaram nos locais onde estavam as mitocondrias,
em geral na periferia das células (figura 6).
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Figura 1 — Seccdo transversal da regido mediana do m. séleo de rato
sedentario submetido a administracdo de esterdide. Observam-se fibras
poligonais, nucleos periféricos e padréo fascicular. Maior extenso do com-
prometimento morfoldgico: fibras polimorfas (P), fibras angulares atrofi-
cas pequenas (A) ao lado de hipertréficas (H), fibras em processo de split-
ting (©) e processo de fagocitose(*) (HE 200x).

Figura 3 — Seccdo transversal da regido mediana do m. séleo de rato
treinado submetido a administragdo de 6leo mineral. Observa-se proces-
so de fagocitose em fase inicial (B) e presenca de fibras polimorfas (A)
(HE 500x).

Figura 5 - Secgéo transversal da regido mediana do m. sdleo de rato
treinado submetido a administracdo de esterdide. Observam-se fibras an-
gulosas atroficas (A) e hipertroficas (B) (HE 500x).
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Figura 2 — Secgéo transversal da regido mediana do m. séleo de rato
treinado submetido a administragdo de dleo mineral. Observam-se fibras
com aspectos normais e areas com fibras angulosas com polimorfismo
(B), com tendéncia a arredondamento (A) e endomisio aumentado (HE
200x).

Figura 4 — Seccgéo transversal da regido mediana do m. séleo de rato
treinado submetido a administragdo de esterdide. Observa-se afastamen-
to de fibras musculares, reagdo inflamatdria, aumento do numero de nd-
cleos, fagocitose com perda de fibras musculares (*), splitting (<) e poli-
morfismo de fibras (A) (HE 200x).

Figura 6 — Seccgéo transversal da regido mediana do m. séleo de rato
treinado submetido a administragcdo de esterdide. Observam-se distribui-
¢do irregular do produto da reagdo, fibras com perda da atividade enzima-
tica (*) e presenca de agregados amorfos no interior das fibras (<) (NADH-
TR - 500x).
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As andlises da medida do didmetro das fibras musculares mos-
traram diferencas significativas para o fator estado de treinamen-
to (F = 14,23; p = 0,0014), enquanto que ndo observamos diferen-
¢as entre o fator droga (F = 0,01; p = 0,9391) e a interagao estado
de treinamento x droga (F = 0,57; p = 0,4606). O teste T-LSD
mostrou que a medida do menor diametro das fibras musculares
dos animais dos grupos TA e TO foi significativamente diferente
guando comparada com 0s seus respectivos controles (tabela 1).

TABELA 1
Valores médios, acompanhados dos respectivos desvios-padrdes,
medidos em micrometros, do menor diametro das fibras do
musculo séleo dos animais dos grupos experimentais e controles

Grupo Valor médio Desvio-padrao
NTA 38,98 2,08
NTO 38,40 1,22
TA 41,94* 2,33
TO 42,83* 3,34

NTA = néo treinado anabolizante, NTO = néo treinado 6leo; TA = treinado anabolizante, TO =
treinado 6leo. *Valores médios estatisticamente significantes em comparacdo com seu respecti-
vo controle (p < 0,05; ANOVA bifatorial + teste T-LSD).
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Figura 7 - Distribuicdo percentual da quantidade de fibras musculares
nos varios didmetros das fibras entre 0s grupos experimentais e contro-
les

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

DISCUSSAO

Os achados histolégicos mostraram que a administragdo do es-
terdide produziu lesdo muscular no grupo sedentario, enquanto
que a administracao do 6leo mineral ndo causou lesdo nesse gru-
po. Nos grupos treinados, lesdes musculares foram observadas
em ambos os grupos, sendo mais evidentes nos animais subme-
tidos a administragdo de esteroide. Essas lesdes foram caracteri-
zadas, principalmente, pela presenca de células arredondas, com
splitting, e células fagocitadas.

Por outro lado, a analise das laminas preparadas pela reacdo
enzimatica (NADH-TR) demonstrou aumento da atividade meta-
bélica celular ndo s6 nos grupos treinados, mas também no grupo
sedentario em que havia sido administrado o esteréide, mostran-
do que essa substancia pode acelerar o metabolismo celular.

Nos animais do grupo sedentario com administragao de anabo-
lizante foram observadas acentuada perda de atividade NADH-TR
e fibras atroficas com atividade reativa fraca, o que esta relaciona-
do a uma menor oxidagéo no sistema NADH,. A menor atividade
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oxidativa da fibra pode estar relacionada a lesdo muscular. Foram
observados também agregados amorfos de formazana em posi-
¢do mais central a fibra, indicando o deslocamento de mitocon-
drias.

Em ambos os grupos treinados também foram observadas per-
da de atividade enzimética e distribuigdo irregular do produto da
reacdo. Além disso, nos animais treinados com o esteréide houve
presenca de agregados amorfos e fibras angulosas e atréficas com
reacdo mais intensa.

Exercicios fisicos intensos produzem lesdes nos musculos es-
queléticos, acompanhadas de dor, edema e fadiga, principalmen-
te durante atividades em que forgas excéntricas e elevados picos
de contragfes séo solicitados®®3Y). No presente estudo, algumas
dessas caracteristicas parecem ter ocorrido, especialmente no
exercicio mais prolongado, quando os animais demonstravam ten-
déncia a apoiar os membros pélvicos no fundo do tanque para
impulsionar o corpo para cima.

Assim, 0s animais da presente pesquisa mostraram quadro de
estresse mecanico, que é um dos principais fatores que podem
acarretar dano muscular durante o exercicio®.

Com relagdo a morfometria das fibras, os resultados mostra-
ram que ndo ocorreram diferencgas significativas nos didmetros
das fibras do musculo s6leo dos animais sedentérios submetidos
a administracédo de esterdide quando comparados com 0s animais
sedentarios que receberam 6leo mineral, o que difere do observa-
do no musculo gastrocnémio de ratos sedentarios onde a admi-
nistracdo de anabolizante, com dose oito vezes a dose terapéuti-
ca, produziu hipertrofia de fibras do tipo Ilb desse musculo®?.

Neste estudo o menor didmetro das fibras musculares foi men-
surado em laminas coradas com HE; portanto, ndo foi mensurado
o diametro dos varios tipos de fibras. Uma vez que o musculo
séleo apresenta predominio de fibra tipo 1@, que tem metabolis-
mo oxidativo e menor diametro, a hipertrofia poderia ocorrer em
maior grau nas fibras tipo Il, o que parece explicar o aumento ndo
significativo das médias dos diametros das fibras avaliadas.

Nos animais que foram submetidos ao treinamento fisico com
e sem a administragdo do esterdide anabdlico, observou-se au-
mento significativo do didmetro das fibras musculares em compa-
racdo com os animais que nao foram submetidos a natacdo, sem
diferencas significativas entre eles, o que demonstra que esse
aumento foi induzido pelo treinamento fisico e ndo pela adminis-
tracéo do esterdide.

O aumento de for¢ca muscular e, consequentemente, hipertro-
fia das fibras pelo uso de esterdides, ocorre quando sua adminis-
tracdo é associada a um treinamento fisico intenso e uma dieta
hipercaldrica e hiperprotéicaV. Isso parece nao ter sido observa-
do neste trabalho, pois a dieta empregada neste estudo possui
uma composicao quimica balanceada (Racéo Probiotério — Marca
Primus) e o exercicio utilizado nao 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 rea¢fes, dependendo
da dose aplicada. Como exemplo disso, a administracédo 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 | somente nos
animais tratados com baixas doses e hipertrofia das fibras tipo Ilb
nos animais tratados com altas doses®%. Em nossos experimen-
tos, utilizamos uma dose de 5mg/kg, que é proxima da dose utiliza-
da por Bisschop et al.®¥ para produzir hipertrofia das fibras tipo Ilb.

Associada a esses fatores, a acdo do anabolizante parece ser
seletiva, induzindo maior alteragdo no didmetro de certos tipos de
fibras musculares, como relatado por Furumura® e Calis®?, os
guais mostraram que o uso de esterdide (Stanozoeol) associado a
treinamento fisico por natagao provocou hipertrofia das fibras mus-
culares do tipo Il, sendo que as fibras do tipo | apresentaram so-
mente hipertrofia moderada.
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Considerando esses achados, o aumento de diametro pode ter
ocorrido mais intensamente nas fibras tipo II. No entanto, no mus-
culo s6leo ha maior predominancia de fibras tipo 1@ e, devido a
isso, a hipertrofia induzida pela droga ndo seria tdo evidente para
produzir alteragdo na média dos diametros das fibras musculares
desse musculo.

Outro fator que pode ter contribuido para a pequena acéo ana-
bélica sobre as fibras do musculo s6leo nos animais treinados pode
estar relacionado a predominancia de receptores de esterdides
em determinadas regiées do corpo e a diferenca existente entre
as espécies animais®6:37,

Neste trabalho o incremento de carga ao longo do treinamento
foi produzido pelo aumento do tempo de treinamento e ndo por
sobrecarga externa, como utilizado em outros trabalhos(@839. Acre-
ditamos que o incremento de carga externa durante o treinamen-
to poderia acentuar as alteragdes observadas, devido a maior so-
brecarga a que esses animais seriam submetidos. Aumentos de
leses musculares durante o exercicio sdo dependentes da dura-
¢ao e da intensidade do treinamento“9,

CONCLUSAO

Os resultados apresentados indicam que o acometimento do
tecido muscular por alteragdes morfoldgicas caracteristicas de
processos de leséo e perda de atividade enzimatica 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 relacdo a medida do diametro das fibras musculares do
séleo, ambos os grupos treinados apresentaram diametros equi-
valentes e maiores que os observados nos animais sedentarios,
indicando que o aumento do diametro das fibras musculares nes-
ses animais ocorreu em funcdo do exercicio fisico e nédo pela ad-
ministracdo do esterdide anabolizante.

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