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RESUMO

Introducédo: O baco representa um dos maiores 6rgdos linféides em humanos e animais. Sendo assim, o objetivo
do presente estudo foi analisar os efeitos de diferentes doses de decanoato nandrolona (DN), associado ao exercicio
fisico de alta intensidade, sobre a morfologia do baco. Materiais e Métodos: Foram utilizados 20 animais machos
da espécie Wistar, com dois meses, peso de 280+ 12g, divididos em quatro grupos experimentais: GO - grupo controle
com propilenoglicol (0,2mL.kg"); Gl - exercitado + 1,0mlL.kg'de DN; GlI - exercitado + 5,0mL.kg"’ de DN; Gl -
exercitado + 20,0mL.kg"' de DN. O treinamento de 5 semanas consistiu de quatro séries de 10 saltos na dgua, com
intervalos de 30s entre as séries. Na 1° e 2% semana a sobrecarga foi de 50%; na 3° e 4% de 60%; e na 5% de 70% do
peso corporal. Resultados: Foram observadas maiores concentracées de eritrécitos no grupo Gll comparado com
grupo GO (p=0,039), e também no grupo GlIl comparado com GO (p=0,004) e Gl (p=0,018). Nao houve modifica-
¢Go na estrutura histolégica esplénica na comparacéo entre os grupos experimentais. Discussé@o: A administracéo de
DN associada ao exercicio ndo promove alteracées qualitativas na estrutura histolégica do baco e promove aumento
da eritropoiese.
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SPLEEN MORPHOLOGY AFTER ANDROGENIC-ANABOLIC STEROID ADMINISTRATION ASSOCIATED TO EXERCISE
ABSTRACT

Introduction: Spleen represents one of the larger lymphoid organs in humans and animals. Therefore, the objective of the present study was
to analyze the effects of different doses of nandrolone decanoate (ND), associated to high intensity physical exercise on spleen morphology.
Materials and Methods: 20 Wistar male rats with two months and body mass of 280+12g, divided in four experimental groups: GO - control
group with propilenoglycol (0.2mL.kg"); Gl - exercised + 1.0mL.kg" of ND; GlI - exercised + 5.0mL.kg" of ND; GllI - exercised + 20.0mL.kg™" of
ND. The 5 weeks training consisted of four sets of 10 water jumps and rest interval of 30s between sefs. In the 19 and 2™ weeks the load was 50%; in
3™ and 4", 60%; and in 5™, 70% of the body mass. Results: There were higher erythrocytes levels in Gl group compared with GO group (p=0.039)
and also in Glll group compared to GO (p=0.004) and Gl (p=0.018). There was no significant modification in spleenic histological structure in
the comparison between the experimental groups. Discussion: DN administration associated to exercise promotes no qualitative alterations in the
spleen histological structure and induces erythropoiesis.

KEYWORDS
Spleen, Physical Activity, Steroids.

LA MORFOLOGIA DEL BAZO DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE ESTEROIDE ANABOLICO-ANDROGENO ASOCIADO AL
EJERCICIO

RESUMEN

Introduccién: El bazo es uno de los principales érganos linfoides en los seres humanos y animales. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
analizar los efectos de diferentes dosis de decanoato de nandrolona (DN), asociadas al ejercicio fisico de alta intensidad sobre la morfologia del bazo.
Materiales y Métodos: Se utilizaron 20 animales masculinos de la especie Wistar de dos meses y peso de 280+12, divididos en cuatro grupos
experimentales: GO - grupo de control con el propilenoglicol (0,2mL.kg!); Gl - con ejercicio + 1,0mL.kg" de DN; GlI - con ejercicio + 5,0mL.kg" de
DN; GlII - con ejercicio + 20,0mL.kg" de DN. El entrenamiento de 5 semanas consistié en cuatro series de 10 saltos en el agua a intervalo de 30s
entre las series. En las 1 @y 2 @ semanas, la carga fue de 50%, en la 3%y 4° de 60%, y la 5° de 70% del peso corporal. Resultades: Existieron
concentraciones mdés altas de glébulos rojos en el grupo Gl en comparacién con el GO (p=0,039) y también en el grupo Glll en comparacién
con el GO (p=0,004) y Gl (p=0,018). No hubo cambios en la estructura histolégica del bazo en la comparacién entre los grupos experimentales.
Discusion: La administracién de la DN asociada al ejercicio no ha promovido cambios cualitativos en la estructura histolégica del bazo y promueve
el aumento de la eritropoyesis.

PALABRAS CLAVE

Bazo, Actividad Fisica, Esteroides.

INTRODUCAO

A testosterona, juntamente com outros andrége-
nos, é responsdvel pelo desenvolvimento das carac-
teristicas sexuais secunddrias (efeito masculinizante
ou androgénico), estimulacdo da sintese protéica
muscular e hipertrofia’. Devido aos diversos efeitos
proporcionados pela testosterona, derivados sintéticos
dos horménios esterdides sexuais tém sido utilizados
por décadas em pesquisas, por atletas e esportistas
recreacionais, objetivando principalmente o aumento
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da massa muscular, forca, desempenho esportivo e
aspectos estéticos2. Alén® demonstrou aumento na
concentracdo da hemoglobina sérica, hematécrito
e no numero de células brancas, apds seis meses
de administracéo de elevadas doses de esterdides
androgénicos anabdlicos (EAA). Hartgens et al.?
demonstraram aumento do contetdo de plaquetas
apés oito semanas de uso de EAA, enquanto todos
os outros parGmetros hematolégicos permaneceram
inalterados.
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Ademais, a comunidade médica tem se interessado
cada vez mais pelo uso terapéutico dos EAA no trata-
mento de hipogonadismo, sarcopenia, anemia, cdncer
e pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adqui-
rida®. Em contrapartida, Ferrdndez et al.’ demonstra-
ram que a administracdo de doses suprafisiolégicas
(acima de 10mg.kg'.semana’) de EAA associada ao
exercicio de alta intensidade pode conduzir & reducéo
da proliferacéo e mobilidade de linféfitos in vitro,
evidenciando aspectos negativos relacionados ao
uso inadequado de EAA. Outro aspecto importante
a ser considerado s@o os efeitos das diferentes doses
de EAA sobre parédmetros hematolégicos e teciduais,
como o baco.

Neste sentido, o baco representa um dos maiores
6rgdos linféides em humanos e animais. Seu aspecto
morfolégico permite visualizar diferentes estruturas, como
a polpa branca, que é caracterizada pela abundante
presenca de linfécitos, e a polpa vermelha, constituida
pelo grande contetdo de eritrécitos®.

Stewart ef al.® mostraram que, apés Smin, 10min
e 15min de exercicio agudo em cicloergbmetro a 60%
do VO, ., o volume de sangue e tamanho do bago se
reduzem. Cronicamente, apés 30, 45 e 60 dias de exer-
cicio ocorre aumento na inervacdo simpdtica no baco
em ratos jovens?.

Até o presente momento, permanecem insuficientes
as investigacoes a respeito dos efeitos de diferentes doses
dos EAA associadas ao exercicio, sobre as alteracdes
estruturais esplénicas. O obijetivo deste estudo foi anali-
sar os efeitos na morfologia do baco de diferentes doses
de decanoato nandrolona (DN) associadas ao exercicio
fisico de alta intensidade. O DN foi escolhido para este
estudo por ser um dos esteréides androgénicos anabé-
licos mais utilizados e populares na aplicacéo clinica e
entre atletas®3.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram selecionados vinte animais machos da
espécie Wistar (Rattus norvegicus albinus), com dois
meses e peso de 280+12g. Os animais foram se-
parados em quatro gaiolas coletivas (cinco animais
em cada) e receberam racéo e dgua ad libitum. A
temperatura da sala foi controlada em 23+2°C, ciclo
claro-escuro de 12h/12h, com luz acesa a partir das
6h. Antes de iniciar o periodo experimental, os animais
permaneceram por 48h em adaptacdo as condicoes
do biotério de pesquisa. Todo o experimento foi con-
duzido de acordo com a politica para pesquisas com
animais experimentais do American College of Sports
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Medicine e Colégio Brasileiro de Experimentacdo. O
presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica
em Experimentac@o Animal da Universidade Metodista
de Piracicaba.

Grupos experimentais

Os animais foram randomizados e distribuidos em
quatro grupos experimentais, na seguinte ordem: GO
- grupo controle com propilenoglicol (0,2mL.kg"); Gl
- grupo exercitado com administracdo de 1,0mL.kg"’
de DN; GlI - grupo exercitado com administracéo de
5,0mL.kg" de DN; GllI - grupo exercitado com admi-
nistracdo de 20,0ml.kg" de DN. Os animais foram
submetidos a um programa de saltos na dgua em um
tubo plastico de 20cm de didmetro, contendo uma
quantidade de dgua equivalente aproximadamente
ao dobro do comprimento do rato e temperatura de
30+2°C. O protocolo de treinamento de alta intensi-
dade foi realizado cinco dias da semana durante cinco
semanas.

Administracéio do esteréide
anabélico-androgénico

O esteréide anabdlico-androgénico foi injetado via
intramuscular nos msculos quadriceps da coxa de forma
alternada, trés vezes por semana apds o treinamento. A
administracéo do veiculo (propilenoglicol) e decanoato
nandrolona® (Organon, New Jersey, USA) iniciaram-se
na primeira semana de treinamento, totalizando cinco
semanas. O grupo GO recebeu apenas injecdes de
propilenoglicol (0,2mL.kg"). Os animais tratados com
decanoato de nandrolona receberam as doses diluidas
em propilenoglicol, totalizando uma concentracéo final
de 50mg.mL".

Protocolo de treinamento

Os animais foram adaptados ao protocolo de exer-
cicio durante duas semanas, para reduzir o estresse. A
adaptacdo foi composta por sessées de saltos na dgua
com carga (50% do peso corporal), uma vez a cada dig,
durante cinco dias. A carga adicional foi fixada no peito
do animal por meio de colete que permite a execucdo
do exercicio. O nimero de séries (2-4) e saltos (5-10) foi
ajustado diariamente e aumentado gradualmente, com
um periodo de 30s de recuperacdo entre as séries. Todas
as sessdes de adaptacdo foram realizadas pela manha
(8h &s 12h).

Apds o periodo de adaptagéo, os animais foram
submetidos ao protocolo experimental de treinamento
de alta intensidade, o qual consistia de saltos na égua
com a carga ajustada de acordo com o peso do animal,
previamente descrito®. Todas as sessdes de treinamen-
to foram compostas por quatro séries de 10 saltos e
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intervalo de recuperacdo de 30s entre as séries. Na
primeira e segunda semana a sobrecarga foi de 50%;
na terceira e quarta, 60%; e na quinta semana foi de
70% do peso corporal. Os animais foram pesados trés
vezes por semana.

Determinacéo do hematécrito

Apbs trés dias do perfodo experimental, os animais
foram sacrificados e o sangue coletado em tubos capila-
res sem anticoagulante. Em seguida, os tubos capilares
foram preenchidos com um volume de sangue igual a
70% e centrifugados a 5000rpm durante 5min. Apds
a centrifugacéo, o percentual de eritrécitos foi aferido
através de uma tabela do cartdo de leitura padréo
(Fanem, Brasil).

Preparacdo do tecido

Imediatamente apds o sacrificio, o bago foi removido.
As amostras foram fixadas em paraformaldeido a 4% em
PBS O0,1M, pH 7,4, por 24h. Em seguida, as amostras
foram lavadas, desidratadas em concentracées crescentes
(70%, 80%, 20% e 95%), banhadas durante 40min com
xilol e fixadas em paraplast liquido a 45°C.

Avaliacdo histolégica

O tecido foi cortado em seccoes de bum e submetido
a diferentes procedimentos para identificacdo das estrutu-
ras esplénicas. Os procedimentos foram: coloracdo com
hematoxilina e eosina (H&E) (Carlo Erba e Mallinckrod,
Sigma®) para andlise da estrutura geral dos componen-
tes tissulares; coloracéo pelo tricrémico de Mallory (TM)
(Carlo Erba, Sigma®) para evidenciar as hemdcias; reacdo
histoquimica com peroxidase (DAB-tabletes, Sigma®) para
evidenciar a atividade peroxiddsica; e reacéo histoquimi-
ca com fosfatase (Fast Red, Sigma®) para determinar a
atividade da fosfatase écida. Posteriormente, as amostras
foram examinadas no microscépio e a andlise realizada
individualmente sem o conhecimento dos grupos e
amostras. Todos os cortes do baco foram inteiramente
examinados e a drea mais representativa de cada grupo
experimental foi fotografada.

Tratamento estatistico

Os dados quantitativos (concentracées do hematé-
crito) foram expressos pela média + desvio padrdo. A
andlise estatistica foi realizada inicialmente pelo teste de
normalidade Shapiro-Wilk e pelo teste de homocedasti-
cidade (critério de Bartlett). Todas as varidveis analisadas
apresentaram distribuicdo normal e homocedasticidade,
utilizando-se, desta forma, a Anova Two Way para me-
didas repetidas. Em todos os célculos foi fixado um nivel
critico de 5% (p<0,05). O software utilizado em todos os
testes estatisticos foi o Statistica® 6.1.
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Figura 1. Mensuragéio das concentragdes do hematécrito
sanguineo (ml/kg).
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Valores = média + desvio padrdo da média. Grupo GO (veiculo),
Gl (1,0 mg/kg), Gll (5,0 mg/kg) e Glll (20,0 mg/kg). *Diferenca
estatisticamente significativa em relagdo a GO; #Diferenca estatisti-
camente significativa em relagdo a G1, (1<0,05).

RESULTADOS

Os valores das concentracdes de eritrécitos (mL.kg™)
nos diferentes grupos estudados que receberam dife-
rentes doses de DN foram apresentados no formato
de média+desvio padrdo. O grupo Gl apresentou
concentracdes séricas de eritrocitos estatisticamente
superiores, comparadas ao grupo GO (p=0,039).
Foram observadas concentragdes superiores de eritré-
citos no grupo Glll, comparadas a GO (p=0,004) e Gl
(p=0,018) (Figura 1). Em relacdo & massa corporal,
ndo foram observadas variacdes significativas de ne-
nhum dos grupos experimentais no decorrer das cinco
semanas.

Todas as observacées histolégicas qualitativas des-
critas foram consistentemente encontradas em todas as
amostras para cada grupo. Foi observada, em todos
os grupos experimentais, a polpa branca formada por
uma tipica condensacdo de linfécitos, macréfagos e
plasmécitos. A bainha periarterial, que persiste ao re-
dor de arteriolas e alguns destes nédulos, apresentam
uma regid@o central pouco corada pela hematoxiling,
podendo indicar um menor acdmulo celular, caracte-
rizando os centros germinativos (Figura 2A). Também
foi observada a polpa vermelha constituida por uma
rede de seios venosos anastomosados e a presenca
de hemdcias (Figura 2B). A presenca de eritrécitos
marcados em castanho (E) pelas reacées quimicas da
peroxidase (positiva) e a presenca de nédulos linfati-
cos (N) pode ser visualizada (Figura 2C). As amostras
marcadas positivamente com a fosfatase dcida permi-
tiram a identificacdo da presenca de macréfagos (M)

(Figura 2D).
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Figura 2. Cortes transversais histolégicos.
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Grupo GO (A, B, CeD), Gl (E,FGeH) Gll(l,J LeM)eGlll (N, O, Pe Q). Os cortes A, E, | e N representam a coloragdo com hematoxi-
lina e eosina e ampliacgo de 80X. Os cortes B, F;, J e O representam a coloracdo pelo tricrémico de Mallory e ampliagdo de 80X. Os cortes
C, G, L e Prepresentam a coloragdo pela peroxidase e ampliagdo de 400X. Os cortes F; D, H, M e Q foram corados com a fostase dcida e
ampliados a 800X. Polpa branca (PB), polpa vermelha (PV), zona medular (ZM) e a seta (&) indica arteriola, nédulos linféticos (N), eritrécitos
(E), bainhas periarteriais (BP) e macréfagos (M).

Fit Perf J. 2009 jan-fev;8(1):32-9. 37
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De forma geral e qualitativa, ndo houve modificacéo
na estrutura histolégica esplénica na comparacéo entre
os grupos experimentais Gl, Gll e Glll em relacéo a
GO (controle). Em todos os grupos, os componentes
tissulares esplénicos estavam presentes e a organizagdo
e a arquitetura do érgdo preservadas nos preparados
corados pela hematoxilina e heosina (Figuras 2E, |
e N) e tricrbmico de mallory (Figuras 2F, J e O). As
reacdes positivas da fosfatase dcida (Figuras 2H, M
e Q) e peroxidase (Figuras 2G, L e P) evidenciaram a
presenca de macréfagos e eritrdcitos, respectivamente.
Além disso, foram observadas bainhas periarteriais,
nédulos linféides com artérias centrais e a presenca
de centros germinativos, zona marginal delimitada e
evidente polpa vermelha, com uma possivel alteracéo
na incidéncia de eritrécitos corados em castanho. Esta
alteracéo pode indicar um aumento na presenca dos
eritrécitos dentro da zona medular, sugerindo que o DN
associado ao exercicio pode aumentar a eritropoiese
e, conseqientemente, maior marcacéo pela peroxidase
(Figuras 2L e P).

Para confirmar que ndo houve diferencas histolégicas
nos cortes transversais do baco, foram analisadas as
medidas morfométricas de drea dos nédulos linféides. As
andlises confirmaram a auséncia de diferenca na estru-
tura esplénica entre os grupos experimentais estudados
(resultados ndo apresentados).

DISCUSSAO

Até o presente momento, este foi o primeiro estudo
a avaliar qualitativamente as estruturas morfolégicas do
baco de ratos submetidos ao treinamento de alta inten-
sidade, associado & administracéo de diferentes doses
de DN. O baco é um importante é6rgéo responsavel
por diversas funcées, como: formacdo de anticorpos;
producéo de linfécitos e mondcitos; filtracéo; fagoci-
tose e destruicdo de eritrécitos senescentes; estoque de
fons ferro e células sanguineas vidveis®. As adaptacoes
morfolégicas esplénicas, decorrentes do exercicio fisico
associado ao DN, precisam de maiores esclarecimen-
tos. E importante salientar a necessidade de estudos
nessa drea, visto que estimativas recentes indicam que
mais de trés milhdes de pessoas administram EAA nos
Estados Unidos™®.

Os resultados das avaliagdes qualitativas deste
estudo ndo mostraram diferencas na morfologia do
baco entre os grupos exercitados que receberam dife-
rentes doses de DN, quando comparados ao controle.
No presente estudo, foram administradas diferentes
dosagens de DN em trés grupos. Segundo Hartgens
& Kuipers', apenas a administracdo do grupo Gl
foi suprafisiolégica (acima de 10 mg.kg'.semana'), o
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que, provavelmente, pode ter contribuido para auséncia
de alteracdes estruturais. Ademais, freqientemente os
atletas administram vdrios EAA ao mesmo tempo, com
diferentes dosagens'?, resultando em doses 10 a 100
vezes maiores do que as recomendadas para as terapias
de reposicéao?.

O uso prolongado de EAA em doses suprafisiol-
gicas pode conduzir a diversos efeitos que variam de
acordo com os diferentes tecidos, tipos de enzimas e
concentracdo de receptores andrégenos!. Estudos re-
centes demonstraram que os principais alvos que sofrem
os efeitos dos EAA sdo os musculos, tecido conjuntivo
e 6sseo'21314  Adicionalmente, quando combinado
ao exercicio, também podem ocorrer alteracées sig-
nificativas no sistema cardiovascular, imunolégico,
endécrino, reprodutivo, psicolégico, figado e tendaes,
mediados por diversos mecanismos ainda néo total-
mente compreendidos 11213,

Ovtra justificativa coerente para nossos resultados
pode ser o tempo insuficiente de administracdo do
DN (cinco semanas), que ndo permitiuv a adaptacdo
e alteracdo na morfologia do tecido avaliado. Em
homens jovens sauddveis, doses suprafisioldgicas de
EAA induziram aumento na massa corporal, tamanho
da musculatura e forca muscular, associado ou néo a
exercicios, apés 10 a 20 semanas'. Marqueti et al.1316
avaliaram os efeitos da administracdo de esterdides
associada ao exercicio de alta intensidade, durante seis
semanas, sobre a morfologia de tenddes. Os autores
demonstraram que a associagdo entre exercicio e EAA
altera a morfologia do tecido e pode prejudicar o re-
modelamento dos tenddes, aumentando potencialmente
o risco de les@o.

Em outro estudo, Ferndndez et al.’ analisaram os
efeitos de doses suprafisiolégicas de EAA associadas
ao exercicio, sobre a mobilidade e resposta prolifera-
tiva em cultura de linfécitos derivados do baco e timo
de ratos. Apés 12 semanas, os autores conclufram
que o treinamento de alta intensidade reduz a mobi-
lidade e a proliferacéo in vitro e, quando associado
ao tratamento com EAA, pode prejudicar ainda mais
a resposta imune.

EAA, incluindo o DN, sédo horménios sintéticos
derivados do horménio masculino testosterona, de-
senvolvidos com propriedades de maximizar os efeitos
anabdlicos e minimizar os efeitos androgénicos''. A
testosterona regula muitos processos fisiolégicos no
organismo, incluindo metabolismo protéico muscu-
lar, funcées sexuais e cognitivas, eritropoiese, perfil
lipidico e metabolismo 6sseo'™. Em nosso estudo, a
administracéo de diferentes doses de DN associada
ao exercicio de alta intensidade, promoveu o aumento
esperado do hematécrito circulante e maior marcacdo
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positiva da peroxidase na zona medular dos cortes
histolégicos do baco. Dentre os efeitos adversos
cardiovasculares induzidos pelos EAA, podemos citar
hipertenséo, hipertrofia ventricular esquerda, periodo
diastélico prejudicado, arritmia, trombose e eritroci-
tose'®. Os mecanismos pelos quais os EAA estimulam
a eritropoiese nd@o s@o totalmente esclarecidos. Tem
sido postulado que a testosterona e seus derivados
sintéticos induzem a eritropoiese pela estimulacao
da producéo de eritropoietina e acéo direta sobre
o 0sso marrom, aumentando o nUmero de células
eritropoietinas-responsivas 1929,

Estes achados sugerem que a administracéo de DN
associada ao exercicio ndo promove alteracées qualitati-
vas na estrutura histolégica do baco e promove aumento
da eritropoiese. Porém, novas investigacdes similares séo
necessdrias, manipulando a combinagdo de diferentes
tipos de EAA e dosagens suprafisiolégicas com perfodos
de duracdo acima de 10 semanas. Outro aspecto infe-
ressante a ser investigado é a responsividade (receptores/
enzimas) do baco aos EAA.
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