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Apresentacao

Esterdides anabolizantes androgénicos (EAA) sdo analogos sintéticos ao
horménio sexual testosterona que aumentam a sintese protéica e o crescimento
celular em diferentes tecidos. Os EAA podem alterar a funcdo e a estrutura
muscular por ocasionarem aumento da area de seccao transversa (AST) e do
didmetro de fibras musculares, que em ultima insténcia, geram hipertrofia nos
musculos estriados, cardiaco e esquelético. No musculo cardiaco, o uso de EAA
acarreta uma maior massa ventricular esquerda e um aumento da densidade
septal interventricular. Os aumentos continuos no tamanho do coracdo e na
pressao sanguinea resultam em hipertrofia concéntrica compensatoria na parede
ventricular esquerda por aumento da densidade desta parede e diminuicdo da
densidade diastélica. No musculo estriado esquelético, estes efeitos hipertroficos
sdo acompanhados por mudancas em células satélites como também no nimero
e localizacdo de mionucleos além de aumento de fibras em splitting e de fibrose.
Entretanto, o abuso provocado por doses suprafisiolégicas de EAA tem sido
associado a efeitos colaterais no sistema reprodutor como atrofia testicular e

espermatogénese prejudicada.

O tartarato de metoprolol, um bloqueador de receptor adrenérgico B1-
seletivo, é utilizado na prevencéo secundaria de infarto do miocardio, como anti-
hipertensivo e no tratamento de arritmias e hipertrofia cardiaca. O metoprolol
melhora a funcdo do ventriculo esquerdo (sistole e diastole) por atenuar a
hipertrofia, reduzir a fibrose intersticial e aumentar a densidade capilar. Ainda
que, anti-hipertensivos possam causar deficiéncia significativa na funcao
testicular, ocasionando infertilidade, agentes cardioseletivos como atenolol e

metoprolol apresentam menores efeitos deletérios na funcao sexual.

Para elucidar a hipotese de que o tartarato de metoprolol reduziria a
hipertrofia muscular ocasionada pelo decanoato de nandrolona, o presente
estudo investigou os efeitos da associacdo destas duas drogas sobre a

musculatura estriada em modelo experimental tal como descrito no capitulo 2.
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Considerando os efeitos colaterais ocasionados por cada uma das drogas
administrada isoladamente no sistema reprodutor, buscou-se no capitulo 3,
avaliar a consequéncia da associacdo de decanoato de nandrolona e tartarato de
metoprolol nos espermatozéides e testiculos de ratos com enfoque nas
alteracbes dos parametros morfologicos e dos niveis de testosterona sérica e

das concentracdes testicular de proteina total, glutamato e glutamina.

Esta dissertacdo de mestrado € composta por trés capitulos descritos
conforme as normas do Programa de Pds-graduacdo em Genética e Bioquimica
(PGGB) da Universidade Federal de Uberlandia. E apresentada no primeiro
capitulo uma fundamentacéo tedrica do tema proposto o qual é trabalhado nos
demais capitulos. O segundo refere aos efeitos da associacdo do decanoato de
nandrolona e do metoprolol sobre a musculatura estriada de ratos Wistar e esta
de acordo com a revista Histochemistry and Cell Biology
(http://www.springer.com/medicine/anatomie/journal/418). O terceiro capitulo
menciona os efeitos da associacdo do decanoato de nandrolona e do metoprolol
sobre o sistema reprodutor de ratos Wistar e esta de acordo com a revista

Reproduction (http://www.reproduction-online.org).
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Fundamentacao tedrica

Aspectos Fisiolégicos e Farmacologia dos Esteroides
Anabolizantes Androgénicos e dos antagonistas
seletivos de receptor Bi-adrenérgico: efeitos sobre a

musculatura estriada e sistema reprodutor



Fundamentacgéo tedrica

Esterdides anabolizantes androgénicos (EAA) sado analogos sintéticos do
hormdénio sexual testosterona o0s quais aumentam a sintese protéica e o0
crescimento celular em diferentes tecidos. Os EAA podem alterar a funcéo e a
estrutura muscular por ocasionarem aumento da AST e do diametro de fibras
musculares que, em Ultima instancia, geram hipertrofia nos musculos cardiaco
(Neubauer, 1974; Payne et al. 2004) e esquelético (Kadi, 2000; Sinha-Hikim et al.
2002; Sinha-Hikim et al. 2003; Eriksson et al. 2005). A atividade da testosterona
€ mediada pelo receptor de androgeno presente no citoplasma; o complexo
formado pela testosterona-receptor migra para o nucleo e se liga a segmentos
especificos do DNA, estimulando a expressdo génica e, consequentemente,
eleva a taxa de sintese protéica (Urban et al. 1995). Além de promover
hipertrofia muscular, os EAA também inibem o catabolismo celular ao
competirem pelo receptor de glicocorticoides. Outros mecanismos envolvidos na
hipertrofia muscular devido & acdo de EAA sé&o: incremento da atividade da
creatina fosfoquinase no musculo esquelético; incrementos na expressdo de
receptor e nos niveis circulantes do fator de crescimento similar a insulina (IGF-
1) (Arnold et al. 1996).

O mausculo esquelético € um dos tecidos-alvo da acéo biolégica de EAA
(Urban et al. 1995). Os efeitos hipertréficos causados pela administracdo de EAA
sdo acompanhados nao sé pelo aumento no numero de células satélites
(Eriksson et al. 2005; Kadi, 2000) como também no numero e localizacdo de
mionucleos (Kadi, 2000; Eriksson et al. 2005; Eriksson et al. 2006a) e de células
em processo de “splitting” (Eriksson et al. 2006b) e de fibrose (Chipuk et al.
2002). O termo fibra muscular em splitting € amplamente utilizado para referir a
fibras que parecem ser divididas ou fragmentadas em duas ou mais novas fibras
(Antonio & Gonyea 1993; Gonyea et al. 1977; Swash & Schwartz, 1977). Este
fendbmeno é mais comum em miopatias como a distrofia muscular de Duchenne,
polimiosites e dermatosites (Richards et al. 1988; Schwartz et al. 1976). Estas

observagbes levam a alguns autores a considerarem a fibra em splitting como



uma mudanca degenerativa no musculo (Dubowitz et al. 1973; Kihira & Nonaka
1985). Outras teorias descrevem que quando uma fibra alcanca um tamanho
critico, o suporte de oxigénio e as trocas de metabolitos ndo séo eficientes e a
fibra se divide para reduzir a distancia de difusao (Swash and Schwartz 1977).
Evidéncias a favor desta teoria sdo o 6bvio aparecimento de fendas e a exibicdo
de partes separadas de uma mesma fibra contendo as mesmas caracteristicas
histoquimicas. Estas divisbes foram descritas em atletas levantadores de peso
levando alguns autores a considerarem serem as fibras em splitting uma fonte de
hiperplasia, tanto em levantadores de peso humanos (Larsson and Tesch 1986;
Tesch 1988) como animais (Gallanti et al. 1992; Gonyea et al. 1977; Gonyea
1980; Ho et al. 1980). Por outro lado Schmalbruch (1976) mantendo a hipotese
de que a divisédo de fibras é devido a substituicdo de fibras necréticas ativadas
por células satélites (Schmalbruch 1976). Também foi informado a presenca de
diferentes tipos de células em splitting (Swash & Schwartz, 1977). Outros autores
sugerem que a divisdo de fibras possa estar relacionada aos efeitos da
desnervacédo e reinervacdo do musculo (Balaram et al. 1997; Chou e Nonaka
1977). Portanto, o mecanismo pelo qual as fibras musculares se dividem ou
fragmentam ainda ndo é conhecido. No livro recente Myology de Engel e
Franzini-Armstrong (2004), foi considerado que o aparecimento de fendas é
efeito da divisdo ou ramificacdo das fibras em splitting, considerando esta
hipotese puramente um estudo patolégico do muasculo esquelético (Carpenter
and Karpati, 2001). Contudo, todas as hipoteses acima descritas sao alternativas
a esta discussdo. Em estudos mais recentes, foi observado em atletas
levantadores de peso usuarios de EAA, a presenca de um volumoso conteldo
muscular hipertrofiado e de fibras em processo de splitting (Eriksson et al. 2005;
Kadi et al. 1999b).

Células satélites ou mioblastos adultos indiferenciados séo mioblastos que
nao se fundiram durante o processo de miogénese e permanecem quiescentes
entre a membrana plasmética da fibra muscular e a lamina basal (Mauro, 1961,
Muir et al., 1965; para revisao ver Hawke and Garry, 2001; Chargé & Rudnicki,
2004). O numero de células satélites no masculo é dependente da espécie, do

tipo de fibra considerado e diminui na senilidade (Snow, 1977; Gibson & Schultz,



1982; para revisao ver Schultz & McCormick, 1994). Quando estimulada, a célula
satélite é ativada, prolifera e funde-se com a fibra muscular pré-existente. Os
nucleos derivados das células satélites comecam a sintetizar proteinas
musculares especificas que aumentam o volume das fibras musculares através
da formacao de novos sarcoOmeros, em posicao externa as miofibrilas existentes.
O aumento do numero de fibras musculares, processo conhecido como
hiperplasia cessa em um curto periodo apés o desenvolvimento embrionario
(Goldspink et al., 1972). As células satélites apresentam também a capacidade
de migracdo e essa caracteristica € dependente da integridade da lamina basal
(Watt et al., 1987). ApOs a ruptura da lamina basal, em decorréncia de um
miotrauma, as células satélites migram para a regido da leséo para participar do
processo de regeneragdo muscular, evento mediado pelas citocinas liberadas
pelas células inflamatoérias no local da lesdo (Schultz et al., 1985; Schultz &
McCormick, 1994).

As fibras musculares estdo envoltas por uma matriz extracelular rica em
carboidratos e proteinas, que constituem o tecido conjuntivo do musculo;
organizado em trés bainhas: epimisio, que circunda todo o musculo; perimisio,
gue divide o musculo em fasciculos e endomisio, que circunda cada fibra
muscular (para uma revisdo ver Sanes, 2003; Kjaer, 2004). Estudos de
microscopia Optica revelaram inicialmente que cada fibra muscular esta
envolvida por um delicado tubo, denominado sarcolema, formado por 3
componentes: fibrilas reticulares, que seguem um curso em espiral ao redor da
fibora (Borg & Caulfield, 1980), membrana basal (Zacks et al., 1973; Borg &
Caulfield, 1980) e membrana plasmatica da fibra muscular. A membrana basal é
formada por duas discretas camadas: a lamina reticular e a lamina basal (Mauro
& Adams, 1961). Posteriormente, estudos de microscopia eletrbnica
demonstraram que a lamina basal é ainda subdividida em [amina densa (10 a 15
nm de espessura) e lamina rara (2 a 5 nm de espessura), adjacente a membrana
plasmatica (Inoue, 1989). Os principais componentes da membrana basal séo:
laminina, fibronectina, entactina, heparam sulfato e os colagenos dos tipos I, I,
IV, V e VI (Duance et al., 1977; Duance et al., 1980; Walsh et al., 1981; Foidart et
al., 1981; Sanes, 1982; Stephens et al., 1982; Linsenmayer et al., 1986; Eldridge



et al., 1986; Lehto et al., 1988). Na superficie externa da membrana plasmaética,
observa-se uma camada de glicoproteinas, o glicocalix, que se continua com a
lamina basal. Poucas moléculas tém sido localizadas no epimisio e no perimisio
(Bailey & Sims, 1977; Duance et al., 1977; Duance et al., 1980; Foidart et al.,
1981; Sanes, 1982; Stephens et al., 1982; Linsenmayer et al., 1986; Lehto et
al.,1988; Light & Champion, 1984). A fibronectina esta presente em ambas
camadas, bem como os colagenos dos tipos V e VI. O colageno do tipo | esta
concentrado no epimisio e o colageno do tipo Il no perimisio, ambos presentes
em concentra¢cdes maiores no epimisio e perimisio que no endomisio. Laminina
e colageno IV estdo presentes no local de contato da lamina basal com o

perimisio, mas ausentes no perimisio e endomisio propriamente ditos.

E bem conhecido que cada ndcleo é responsavel por manter um certo
volume citoplasmético de RNA mensageiro (RNAmM) e de proteinas. Este volume
é frequentemente chamado de dominio mionuclear (Cheek, 1985). Muito tem
sido discutido acerca da capacidade que um nucleo tem de expandir seu dominio
nuclear, principalmente com relagdo ao aumento da sintese e da eficiéncia no
transporte de RNAm (Sinha-Hikim et al. 2003). Recentemente, Kadi et al. (2004)
relataram que uma sobrecarga funcional no musculo pode gerar um aumento na
atividade de células satélites promovendo mudancas na area da fibra muscular
esquelética sem adi¢cdo de um novo mionucleo. Kadi et al. (1999b) inferem em
seus estudos que, a adicdo de miondcleos € uma condicdo prévia para a
hipertrofia muscular esquelética significativa e que os nucleos centrais poderiam
existir para auxiliar fibras hipertroficas especialmente grandes. Nucleos centrais
poderiam reduzir as distancias de difusdo de um nucleo para partes centrais da
fibra. A alta incidéncia de ndcleos internos nos levantadores de peso também

possa ser uma caracteristica de regeneracéo (Eriksson et al. 2006b).

Os mionucleos de fibras musculares maduras ndo sao capazes de se
dividirem. E aceito que a adi¢&o de nucleos na fibra vem de células satélites e/ou
células tronco (Morgan e Partridge, 2003; Hawke e Garry, 2001). Sinha-Hikim et
al. (2003) observaram um aumento significativo no namero de células satélites
em individuos jovens sedentarios depois da administracdo de 300-600 mg de

testosterona/semana durante 20 semanas.



No musculo cardiaco, o uso de EAA pode levar ao aumento da massa
ventricular esquerda e da densidade septal interventricular como descrito em
fisiculturistas usuarios de EAA (Sachtleben et al. 1993). Urhausen et al (1989)
sugeriram que aumentos continuos na pressdo sanguinea e no tamanho do
coracdo podem resultar em hipertrofia concéntrica compensatdria na parede
ventricular esquerda por aumento da densidade desta parede ocasionando um
menor enchimento ventricular durante a didstole (reducdo da luz ventricular).
Freqlentemente a hipertrofia cardiaca conduz a insuficiéncia cardiaca. A
dessenssibilizagado de B-adrenoceptores e a transducao de sinal (Bristow, 2000)
podem contribuir para a deficiéncia organica contratil na insuficiéncia cardiaca.
Estudos demonstraram que carvedilol e o metoprolol reduziram o peso do
ventriculo esquerdo que quase foi reestabelecido aos valores de peso do grupo
controle (Hanada et al. 2008). Antagonistas de [(-adrenoreceptores podem
reduzir a hipertrofia cardiaca induzida por isoprotenerol, sendo que a densidade
de B-adrenoceptores foi completamente restabelecida através do tratamento com

metoprolol como foi informado previamente (Heilbrunn et al. 1989).

O metoprolol, um antagonista seletivo de receptores (;-adrenérgicos, é
utiizado na prevencdo secundaria do infarto do miocardio, como anti-
hipertensivo e no tratamento de arritmias e hipertrofia cardiaca (Vujic et al.
1997). O metoprolol melhora a funcéo do ventriculo esquerdo (sistole e diastole)
por atenuar a hipertrofia, reduzir a fibrose intersticial e aumentar a densidade
capilar (Waagstein et al. 1975; Waagstein et al. 1993; Sabbah et al. 1994). Ainda
gue anti-hipertensivos possam causar deficiéncia significativa na funcao
testicular, ocasionando infertilidade, agentes cardioseletivos como atenolol e
metoprolol apresentam menores efeitos deletérios na funcdo sexual (Monoski et
al. 2002; Thompson ST. 1994; Buffum, 1986).

Concentragbes suprafisiolégicas de testosterona podem provocar
retroalimentacao negativa causando a supressao local na producao endoégena do
horménio testosterona no eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA), o que
acarreta hipogonadismo, hipertrofia da prostata e espermatogénese
comprometida. (Karbalay-Doust et al. 2007; Koziris, 2000; Takahashi et al. 2004).



De fato, os horménios luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH), regulam o
crescimento testicular, a espermatogénese e a esteroidogénese (Rosenfeld,
1972) no macho. O hormbnio de liberacdo das gonadotrofinas hipotalamico
(GnRH) atua na hipoéfise anterior, promovendo a liberacdo de FSH, o qual
estimula a gametogénese, bem como a liberacdo de LH que, por sua vez,
estimula a sintese e a secrecdo de andrégenos (Hardman et al. 1996). Estes
ultimos séo secretados pelas células de Leydig e atingem os tubulos seminiferos
e a circulagcado (Wilson, 1996). Testosterona, dihidrotestosterona e estrogénio
atuam no hipotalamo para exercer uma inibicdo da retroalimentacdo negativa na
liberacdo do horménio GnRH. J4 que o GnRH estimula o horménio FSH e o LH
na pituitaria, esta retroalimentacdo negativa culmina com a inibicdo subsequente
da producdo de testosterona e efeito reverso sobre a espermatogénese
(Rosenfeld, 1972).

Varios experimentos em modelos animais e humanos descreveram
alteracdes no sistema reprodutor ocasionadas pelos EAA. Assim, tem sido
relatadas reducbes significativas no peso dos testiculos e epididimo, na
contagem, motilidade e na morfologia espermética de ratos tratados com altas
doses de nandrolona (Mesbah et al. 2007; Noorafshan et al. 2005; Torres-Calleja
et al. 2001; Clark et al. 1997; Holma, 1977). Tais alteracdes no sistema
reprodutor parecem ser reversiveis apos descontinuacdo do uso da droga
(Ludwig 1950; Karbalay-Doust et al. 2007).

Testosterona e EAA sdo utilizados sob forma oral e injetavel tanto no
tratamento clinico de doengas como anemia, angioedema hereditario, cancer de
mama, depressdes e no auxilio terapéutico na cura de feridas e cicatrizagao
(Demling e Orgill, 2000; Chang et al. 1998; Strawford, 1999; Ghaphery 1995;
Clark et al. 1997; Lise et al. 1999), quanto por uso abusivo e ilicito,
principalmente por fisiculturistas e levantadores de peso, com o intuito de
aumentar a massa muscular, o desempenho fisico e para preservacédo e
restabelecimento da massa muscular esquelética. Quando usados de forma
ilicita e abusiva para o aumento da massa muscular, os EAA sdo geralmente

administrados em doses suprafisiologicas que podem chegar a 500mg/dia em



ciclos que duram entre 4-6 meses. As doses e combinagdes usadas por atletas
sdo de 10-100 vezes maiores que as doses terapéuticas (Clark et al. 1997;
Karbalay-Doust et al. 2005).

Ramo (1987) mostrou uma reducdo no desempenho de cardiaco de caes
tratados com EAA mediada pelas mudancas em [(-adrenoceptores. Uma acéo
prejudicial de altas doses EAA em aumentos adrenergic-mediados em
desempenho cardiaco sistolico descrito por Ramo (1987) poderia ser designado
a alteracdes nas condicdes de carregar cardiaco ou taxa de coracdo. No
momento ha ndo dados que examinam o efeito da administracdo de EAA em
altas doses em respostas de adrenérgicas ionotropicas em animais sedentarios
gue usam medidas carga-insensiveis de desempenho sistolico a taxas de
coracao controladas. Norton et al. (2000) demonstraram que a administracao
cronica de altas doses de EAA reduzem a resposta contratii do miocardio a
excitacao de B-adrenoceptores em ratos sedentarios. Entretanto, por eles néao foi
relatado ou determinado se este efeito € mediado por mudangas em -
adrenoceptores, por eventos pés-receptor, patologia celular ou se esta mudanca
contribui para a morbidez cardiovascular em atletas que abusam de EAA.
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Esterdide anabolizante associado a antagonista seletivo
de receptores Bi-adrenérgicos ocasiona alteragcbes
morfoldgicas e bioquimicas em musculos estriados de

ratos wistar
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Resumo

Investigaram-se os efeitos da associacdo de nandrolona e metoprolol
sobre a musculatura estriada. Quarenta ratos Wistar machos foram distribuidos
em grupos controle, tratados com nandrolona 20mg/kg/semana, metoprolol
1mg/kg/dia e sua associacdo. Secc¢des (5um) do ventriculo esquerdo, soleo e
gastrocnémio foram obtidas em criostato e coradas com hematoxilina e eosina
ou picro sirius red. Imagens digitais foram capturadas e avaliadas por sistema
computacional. Foram mensurados a area de seccdo transversa (AST), o
didmetro, o numero de mionucleos/fibora e de mionucleos centrais, fibras em
spliting, dominio mionuclear e o percentual de matriz extracelular. Testosterona
sérica foi mensurada. Receptores de glicocorticoide (GR) e de androgenos (AR)
foram analisados por imunodeteccdo. Houve um aumento nos parametros
morfométricos analisados tanto em fibras cardiacas como esqueléticas nos
animais tratados com nandrolona. Metoprolol em parte reverteu os efeitos
hipertréficos da nandrolona sobre a fibra cardiaca sem reduzir o percentual final
de colageno, porém, seu efeito anabdlico foi parcilamente revertido no musculo
esquelético. A nandrolona aumentou 0s niveis séricos de testosterona e
promoveu aumento na expressao de AR e menor expressdo de GR (P<0,05). Os
resultados sugerem a presenca de um efeito competitivo inibitério do metoprolol
sobre os da nandrolona. Quando administradas em conjunto, o metoprolol

parece suprimir o pronunciado efeito hipertrofiante da nandrolona.

Palavras-chave: esterbides anabolizantes, beta-blogueadores, morfologia,
hipertrofia, musculo estriado.
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Abstract

The effects of the association of nandrolone with metoprolol on striated muscle
were investigated. Forty male Wistar rats were randomly distributed into four
groups: control, treated with nandrolone 20mg/kg/week, treated with metoprolol
1mg/kg/day, and treated with both nandrolone and metoprolol. Left ventricle,
soleus, and gastrocnemius sections were cut on a cryostat (5um), and stained
with hematoxylin and eosin, or picrosirius red. Digital images were captured and
analyzed by software. Cross-sectional area (CSA), diameter, number of
myonuclei per fiber, central myonuclei, splitting cells, myonuclear domain,
percentage of non-contractile tissue, and serum testosterone were measured.
Glucocorticoid (GR) and androgen receptor (AR) were analyzed by
immunodetection. An increase was seen in the morphometric parameters
analyzed in both cardiac and striated fibers from animal treated with nandrolone.
Metoprolol partially restored the cardiac hypertrophy caused by nandrolone
without reducing the final percentage of non-contractile tissue in the ventricle.
However, the anabolic effect of nandrolone was not reestablished by metoprolol
in the striated fiber. Nandrolone administration increased serum testosterone
levels and up-regulated the expression of AR whereas down-regulated the
expression of GR (P<0.05). Our results suggest that the effects of the association

of nandrolone with metoprolol are different in cardiac and muscle fibers.

Keywords: anabolic steroids, cardiac beta-blockers, morphology, hypertrophy,
skeletal muscle.
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Introducéo

Esterdides anabolizantes androgénicos (EAA) sdo anélogos sintéticos ao
hormoénio sexual testosterona que alteram a funcéo e a estrutura muscular por
ocasionarem aumento da sintese protéica, da area de seccéao transversa (AST) e
do diametro de fibras musculares, que em ultima instancia, geram hipertrofia nos
musculos estriados cardiaco (Neubauer, 1974; Payne et al. 2004) e esquelético
(Kadi 2000; Sinha-Hikim et al. 2002; Sinha-Hikim et al. 2003; Eriksson et al.
2005). No musculo cardiaco, o uso de EAA pode levar ao aumento da massa
ventricular esquerda e da densidade septal interventricular de fisiculturistas
(Sachtleben et al. 1993). Urhausen et al (1989) sugeriram que aumentos
continuos na pressdo sanguinea e no tamanho do coracdo podem resultar em
hipertrofia concéntrica compensatéria na parede ventricular esquerda por
aumento da densidade desta parede ocasionando um menor enchimento
ventricular durante a diastole. No musculo estriado esquelético, estes efeitos
hipertréficos sdo acompanhados pelo aumento no niamero de células satélites
(Eriksson et al. 2005) como também no numero e localizagdo de mionudcleos
(Kadi 2000; Eriksson et al. 2005; Eriksson et al. 2006a; Eriksson et al. 2006b)
além de aumento de células em processo de splitting (Eriksson et al. 2006b) e de
fibrose (Chipuk et al. 2002). Porém, estudos anteriores além de evidenciarem o
advento de células em processo de splitting também relataram a presenca de
nacleos internos na fibra, sugerindo que tais eventos sdo decorrentes de
processos de remodelamento do musculo esquelético, como tem sido observado
em miopatias e em atletas usuéarios de EAA (Eriksson et al. 2006b; Kadi 2000;
Eriksson, 2005; Webster et al. 1988).

Estudos prévios (Waagstein et al. 1975; Waagstein et al. 1993; Sabbah et
al. 1994) demonstraram que o metoprolol, um antagonista seletivo de receptores
B1-adrenérgico, melhora a funcdo do ventriculo esquerdo (sistélica e diastolica)
por atenuar a hipertrofia, reduzir a fibrose intersticial e aumentar a densidade

capilar. Agentes cardioseletivos tais como o metoprolol, estdo associados a uma



22

menor incidéncia de efeitos colaterais indesejaveis (Buffum 1986; Pavlovic et al.
1999; Bolger e Al-Nasser, 2003).

Nossa hipotese foi que ambas as drogas podem interagir com receptores
B-adrenérgicos levando a processos de remodelamento cardiaco e do musculo
esquelético. Enquanto que EAA podem levar a um aumento no tamanho da fibra
muscular ao interagirem com receptores [(-adrenérgicos proliferando tecido
conjuntivo e interagindo com receptores nucleares para sintetizar proteinas
contrateis, o metoprolol poderia reverter os efeitos do EAA no coragédo, mas, no
entanto, na sua interagdo com B-adrenoreceptores no musculo esquelético,
ocasionaria efeito hipertréfico. Para elucidar tal hipotese, o presente estudo
investigou os efeitos da associacdo destas duas drogas sobre parametros

morfométricos da musculatura estriada em modelo experimental.

Materiais e métodos

Drogas

Deca-durabolin (Decanoato de nandrolona 50mg/mL) e Seloken (Tartarato
de Metoprolol 5mg/mL) respectivamente foram adquiridas de Organon do Brasil
Ltda (Sao Paulo, SP, Brasil) e AstraZeneca (S&o Paulo, SP, Brasil).

Grupos experimentais

Ratos Wistar machos albinos (Rattus norvegicus albinus) padrao specific
patogen free (n=40), 60 dias de idade e peso médio de 300g foram distribuidos
aleatoriamente em grupos controle veiculo-salina (grupo C, n=10), tratados com
decanoato de nandrolona e salina (grupo N) (n=10), tratados com tartarato de

metroprolol e veiculo (grupo M) (n=10), e tratados com decanoato de nandrolona
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e tartarato de metoprolol (grupo MN) (n=10). Os animais foram mantidos em
gaiolas coletivas com temperatura ambiente entre 22-25°C, em sala de controle
de foto periodo 12/12h claro-escuro e alimentados com racao balanceada padréo
(Nuvilab, Sédo Paulo, SP, Brasil) e agua "ad libitum". A analise de ingestao
alimentar seguiu os parametros de célculo descritos por Bernardes-Amorim et al.
(2004), onde o consumo alimentar foi calculado através da diferenca entre a
racdo ofertada e as sobras. Para isto, foi usada a seguinte férmula: Delta (A%) =
[(Massa final - Massa inicial /Massa inicial) x 100]. Foram realizadas aplicacdes
intramusculares de 10mg/kg™ de decanoato de nandrolona duas vezes por
semana, durante sete semanas. Estudos anteriores demonstraram efeitos
anabolizantes em doses similares sendo equivalente as doses de abuso
frequentemente utilizadas (Woodiwiss et al. 2000; Wimalawansa et al. 1999;
Carson et al. 2002; Lee et al. 2003; McClung et al. 2005; Noorafshan et al. 2005;
Ferry et al. 2000; Gayan-Ramirez et al. 2000; Bisschop et al. 1997; Joumaa e
Leoty 2001; Trifunovic et al. 1995). Também foi administrado
intraperitonealmente, 1mg/kg/dia de tartarato de metoprolol durante 7 semanas
(Feuerstein et al. 1998; Gok et al. 2007). Para simular o estresse induzido na
aplicacdo das drogas, animais controles receberam respectivamente, injecdes
intramusculares profundas ou intraperitoneais de veiculo oleoso ou salina em
frequéncias e volumes similares aos acima propostos (Thompson et al. 2006).
Todos os procedimentos de manejo, utilizagcdo e eutandsia destes animais
seguiram criteriosamente as resolucdes propostas pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL, 2009) e pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal da Universidade Federal de Uberlandia, Brasil.

Design experimental e coleta das amostras

Ao final de sete semanas de tratamento, os animais foram pesados em
balanca analitica, anestesiados por aplicacdo intraperitoneal de xilazina e
gquetamina (9.9 mg/kg xylazina e 50 mg/kg ketamina) e sacrificados por

decapitacdo em guilhotina. Posteriormente a eutanasia, biopsias dos musculos
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sOleo e gastrocnémio esquerdos foram realizadas sempre na por¢cdo medial
central. Ventriculo esquerdo também foi coletado. Para analise de expressao de
proteinas, as amostras foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido,
maceradas em pistilo e armazenadas em —80° C. Amostras para andlises
histologicas foram desidratadas em amido, envolvidas em Tissue tek, optimal
critical temperature compound (Miles laboratories, Naperville, IL, USA), fixadas
em corticas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em ultrafreezer a
—80° C até a posterior analise. Dados biométricos de peso dos musculos e
ventriculo esquerdo foram previamente realizados em balanga analitica. O peso
relativo dos tecidos foi determinado dividindo-se o valor obtido pelo peso total do
animal no dia do sacrificio. Antes dos musculos serem dissecados, mediu-se seu

comprimento usando paquimetro de alta preciséo.

Imunohistoquimica

Seccdes seriais (5 pm) dos musculos gastrocnémio e soleo foram obtidas
em criostato a -20° C e usadas para a andlise pelo método de
imunohistoquimica (IH). Estas foram re-hidratadas em PBS 0.01M, bloqueadas
com 0.1M de glicina em PBS, tratadas com peroxido de hidrogénio (H20,) a 3 %
para blogueio da peroxidase enddgena, imersas em BSA 3% e incubadas com
anticorpos primarios biotinilados (overnight) a 2-8° C. Foi realizada incubac&o por
guarenta e cinco minutos com complexo ABC em proporc¢des iguais do reagente
A (avidina) e reagente B (biotina ligada a peroxidase) (Vector Laboratories, Orton
Southgate, Peterborough, UK). Anticorpos secundéarios foram incubados por
4hrs. A visualizacdo da ligacdo dos anticorpos primarios foi realizada pela
revelacao utilizando 3-3-tetra-hidrocloreto de diaminobenzidina (Sigma, Saint.
Louis, MO, USA). Seccbes de controle negativo foram tratadas, analisadas e
reveladas de acordo com o mesmo protocolo de todas as outras seccdes, com
excecao da adicdo dos anticorpos primarios a estas secc¢oes. Todas as seccdes
foram contra-coradas com hematoxilina. Os seguintes anticorpos primarios foram

analisados: anti-receptor de glicocorticéide (GR IH 1:150, cdéd. sc-1004), anti-
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receptor de andrégeno (AR IH 1:150, céd. sc-816) foram adquiridos da Santa-
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). O anticorpo secundario (anti-rabbit
1:2500, co6d. RPN 1004) foi adquirido de General Eletric Life Sciences
(Piscataway, NJ, USA).

Anélises morfométricas em microscopia de luz

Para a analise e determinacdo da area seccional transversa (AST),
didmetro das fibras musculares e dos percentuais de tecido conjuntivo (matriz
extracelular) dos musculos cardiaco e esqueléticos, uma média de 275 fibras foi
fotografada utilizando um microscopio de Iluz (Olympus Ltd. Watford,
Hertfordshire, UK) em uma objetiva de 10x conectado a um sistema de captura e
andlise de imagens computadorizado. As fibras foram analisadas utilizando o
software HL Image 97 (Western Vision Software, Layton, Utah, USA). Todas as
seccOes foram aqui coradas com hematoxilina e eosina (H.E.). A area de secc¢ao
transversa das fibras musculares foi mensurada medindo a éarea total da fibra
(dados apresentados em pm?). O diametro (um) foi mensurado tracando uma
linha linear entre um ponto a outro de uma mesma fibra muscular transversa,
utilizando o menor diametro nuclear como padréo para localizacdo do plano da
fibora. Para a quantificacdo do percentual de tecido conjuntivo, laminas de
musculo estriado foram coradas utilizando o método de coloracdo Picrosirius
Red. A andlise morfométrica foi realizada utilizando mesmo software HL Image
97. Foram selecionados 10 campos aleatérios/lamina dentro de areas com maior
proporcao de fibras musculares, evitando quantificar vasos, capilares e as facias
musculares os quais foram mensurados analisando o percentual de pixels por

area em cada campo visual selecionado.

Proporcao de fibras contendo nucleos internos, proporcéo de células em
splitting, e os dominios mionucleares, foram também analisados nos musculos
estriados esqueléticos soleo e gastrocnémio. As mesmas fibras foram utilizadas

para contagem de mionucleos por fibra e andlise da frequéncia de fibras
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contendo nucleo interno. A proporcado de fibras contendo nudcleo interno foi
calculada por: [numero de fibras contendo ndcleo interno] / [nimero total de
fiboras] x 100. Como cada seccado transversal mensurada era de 5um de
espessura, a area da fibra na verdade, representa um volume seccional igual
para area x 5um. Em outras palavras, esta € uma relagdo linear entre area e
volume. O dominio mionuclear foi calculado utilizando a seguinte formula:
[nimero de ndcleo por fibra] / [&rea da fibra]. Uma fibra em splitting é definida por
apresentar em seu conteudo fissuras e rachaduras entre a membrana basal.
Estas fibras foram fotografadas e contadas em todas as secc¢des musculares
(média de 449 fibras/seccdo). A proporcdo de fibras em splitting foi calculada
como segue: [numero de fibras em splitting] / [nUmero total de miofibras] x 100.
As imagens digitais foram processadas utilizando o software Adobe Photoshop
7.0 (Adobe Systems Inc., Mountain View, CA, USA) (Eriksson 2006a). Todas as
seccOes foram analisadas sem que o observador conhecesse o tipo de

tratamento dos animais (analise cega) (Dubowitz et al. 1972; Saad et al. 2002).

Dosagens bioquimicas

Para a analise de testosterona sérica total, amostras de sangue total
foram coletadas por puncédo cardiaca. Uma aliquota de soro foi congelada a -
20°C para a avaliacdo. A testosterona foi mensurada por ensaio imunométrico de
guimiluminescéncia (Advia Centaur Bayer Corporation, Tarrytown, NY, USA). Os
limiares de deteccdo para testosterona foram de 10 ng/dL (Ortho-Clinical
Diagnostics Inc., Amersham, England) (Baume et al. 2006; Venancio et al. 2008).
Para a dosagem de proteinas totais, fracbes dos musculos esquelético (séleo e
gastrocnémio) e cardiaco (ventriculo esquerdo) foram homogeneizadas em
homogeneizador elétrico, usando solugcbes geladas. Extraiu-se 100 mg/mL, de
tecido congelado a -80 °C em tampéo de extragdo 40 mM HEPES pH 7,7, 10 mM
EDTA, 2mM EGTA, 2mM DTT e 1 mM Benzamidina. Proteina total presente no
homogeneizado foi entdo dosada pelo método de Bradford, (1976). Para a
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analise de glutamina e glutamato, o homogeneizado foi centrifugado a 14.000g
por dois minutos e o sobrenadante foi cuidadosamente removido e aliquotado. A
dosagem do sobrenadante foi realizada em analisador bioquimico (YSI 2700,
Yelow Springs, OH, USA).

Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como médiatdesvio-padrdo da média
(DPM). Os dados foram comparados através da analise de variancia (ANOVA).
O teste de Tukey-Kramer foi utilizado para verificar as diferencas entre os
grupos. As diferencas foram consideradas significativas quando o valor de P foi

menor que 0,05.

Resultados

Mensuracgdes de parametros fisicos e biométricos

A massa corporal inicial ndo foi diferente entre os grupos C, M, N e MN.
No final do periodo experimental, o peso final e 0 ganho de peso corporal dos
animais foram maiores para o grupo M, apresentando diferencas em relacao aos
demais grupos. No final do periodo experimental, os grupos M e MN
apresentaram uma reducao na massa corporal; contudo, nenhuma diferenca foi
observada entre os grupos N e MN. Apesar do grupo MN perder peso em
relacdo ao C, este ndo se diferiu do grupo M. Quando analisado a percentagem
de ganho de peso corporal, os grupos N e MN, apresentaram maiores valores
que os grupos C e M (Tabela 1). De acordo com os dados de ingestao alimentar,
os valores de todos os grupos apresentaram diferencas pelo teste de Tukey-
Kramer em P<0,05 (Tabela 1).
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O peso relativo do coracdo e dos musculos gastrocnémio e soéleo foi
alterado pelos diferentes tratamentos. O tratamento com nandrolona ocasionou
um aumento no peso relativo destes tecidos estudados. Tais alteragdes foram
significativamente maiores apenas no grupo N. Entretanto, o tratamento com
metoprolol demonstrou mudancas mais expressivas a avaliacdo do peso relativo
no musculo sdleo que no gastrocnémio. Nenhum dos tratamentos alterou o

diametro (cm) e o tamanho (cm) do coracgéo (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros biométricos dos animais controle e submetidos ao
tratamento com metoprolol, nandrolona e associacdo de metoprolol e
nandrolona.

Parametros C M N MN P value

Massa Corporal(g)

Inicial 294,3+21,7a 293,7+17,8a 294,3t22,1a 294,3t20,9a  0,9999

Final 395,4+29,7a 377,7+26,9ac 337,1+29,7b 354,9+11,1bc <0,0001

Ganho 101,1+15,9a  84,0+20,1a  42,8+12,9b 60,6+22,1b  <0,0001

Ganho percentual (%) 74,4+3,0a 77,9+4 2ac 87,4+3,2b 82,9+6,1bc <0,0001
Eficiéncia alimentar (g) 25,3+0,5a 27,3+0,7b 32,1+0,4c 33,9+0,2d <0,0001

Relacdo massa tecido/massa
corporal (g)

Soéleo 0,75%0,19a 0,80+0,17a 1,05+0,21c 0,99+0,19b 0,0308
Gastrocnémio 3,11+0,91a 2,91+0,79a 3,48+0,81b 3,01+0,84a 0,0021
Coragéo 3,2940,25a 3,17+0,21a 3,48+0,23b 3,2840,13a 0,0244
Diametro coragao (cm) 1,45+0,10a 1,33+0,16a 1,39+0,08a 1,35+0,16a 0,2631
Tamanho coragéo (cm) 1,41+0,14a 1,38+0,13a 1,48+0,10a 1,38+0,09a 0,2898

Valores representados por médiatdesvio-padrdo da média. Valores que compartilham a mesma letra ndo
diferem estatisticamente (P>0,05, ANOVA, Tukey-Kramer). NUumero de observagfes = 10 ou (n=10). Grupos
controle (C), tratados com nandrolona (N), metoprolol (M) e combinagdo metroprolol e nandrolona (MN).

Estudo morfolégico e imunohistoquimica

Os grupos N e MN apresentaram uma maior ocorréncia de fibras

hipertréficas e endomisio e perimisio mais acentuado ocasionado pelo aumento
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de tecido conjuntivo ou colageno (Figura 1, HE ou picro-sirius red; Tabela 3). A
analise morfolégica revelou um maior numero de fibras contendo nucleos
centrais, células em splitting, didametro e maior &rea de seccéo transversa (AST)
no musculo gastrocnémio do grupo N quando comparado com os demais grupos
(ver ampliacdo Figura 1, HE). Interessante ressaltar que apesar de apresentar
um aumento de tecido conjuntivo nos animais tratados com metoprolol nota-se a
presenca de fibras maiores quando comparados aos controles. O grupo MN
apresentou um pronunciado aumento da AST quando comparado aos grupos C
e M (Tabela 3), contudo menos expressivo que o0 observado no grupo tratado
com nandrolona. Foram observadas mudancas na expressao dos receptores AR
e GR no musculo gastrocnémio apés os diferentes tratamentos (Figura 1, anti-
AR e anti-GR). Maior expressédo de AR foi observada em secc¢des de animais
tratados com nandrolona e sua associacdo com metoprolol. De forma
antagbnica, os grupos tratados com nandrolona apresentaram uma menor
expressdo de GR quando comparados com controle e metoprolol. Os resultados
mostraram um aumento homogéneo na expressdo de AR em regides
perinucleares e uma consequente reducdo da expressao de GR. Contudo, a
reducdo na expressdo de GR parece ser acompanhada por uma compactacao e
redistribuicdo destes receptores em regides proximas aos nucleos da fibra
muscular (perinucleares). Tal fato € comprovado pelas marcacfes positivas

observadas nas regides perinucleares.
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Figura 1. Secc¢les seriadas (5um) de gastrocnémio de animais controle, tratados com
metoprolol, nandrolona e associacdo de nandrolona com metoprolol. Sec¢des coradas
com H.E. ou picro-sirius red e imunodetec¢cdo de receptor de andrégeno (AR) e de
glicocorticoide (GR). Nas seccdes transversais coradas com H.E., observar a ocorréncia
de fibras hipertréficas e endomisio e perimisio mais acentuado ocasionado pelo
aumento de tecido conjuntivo nos grupos tratados (M, N e MN) (asterisco). Notar a
presenca de nucleos centrais (cabeca de seta) nas miofibras e maior ocorréncia de
fibras em spliting (seta no detalhe) nos animais tratados com nandrolona. Em seccoes
coradas com picrosirius red, notar a maior presenca de tecido conjuntivo nos grupos
tratados (seta). Imunodetec¢cbes de AR contra-coradas com hematoxilina. Observar
maior presenca de AR nas regides perinucleares e citoplasmaticas nos diferentes
grupos tratados com nadrolona quando comparados ao controle (anti-AR).

Imunodeteccdes de GR contra-coradas com hematoxilina. Observar maior presenca
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deste receptor no grupo controle nas regides perinuclear e citoplasmatica (cabeca de

seta) e menor nos grupos tratados com nandrolona (anti-GR).

Testosterona sérica total e dosagens bioquimicas musculares

A determinacdo dos parametros bioquimicos foi realizada no soro
(testosterona total), no homogeneizado e fragcdo sobrenadante dos musculos
esqueléticos (sbleo e gastrocnémio) e cardiaco (ventriculo esquerdo) onde foram
avaliadas respectivamente as concentracfes de proteina total, de glutamato e
glutamina. A analise das concentracdes de testosterona sérica total revelou que
existe diferenca apenas nos grupos que receberam nandrolona, apresentando
maiores concentracdes de testosterona que 0s grupos controle e metoprolol
(Tabela 2). Nao houve diferencas relacionadas a concentracédo de proteina total
(Tabela 2). Em relacdo a concentracdo de glutamato no ventriculo esquerdo
(VE), foram encontradas diferencas entre o grupo M e todos 0s demais grupos.
No musculo séleo, todos os grupos apresentaram diferencas entre si na
concentracdo de glutamato, com excecdo dos grupos N e M. Nao houve
diferencas entre o0os grupos na concentracdo de glutamato do musculo
gastrocnémio (Tabela 2). Em relacdo a concentracdo de glutamina, nenhuma
diferenca foi encontra no VE. Por outro lado, houve diferengcas na concentracao
de glutamina do musculo sdéleo para os grupos tratados com anabolizante (N e
MN) em relacdo aos outros grupos enquanto que para o masculo gastrocnémio,

nao foram encontradas diferencas entre os grupos (Tabela 2).
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Tabela 2. ConcentracGes de testosterona total sérica, proteina total, glutamato e
glutamina nos mauasculos esqueléticos (sbleo, gastrocnémio) e cardiaco
(ventriculo esquerdo).

Parametros C M N MN P value
Testosterona Total 120,8+61,2a 143,0+18,0a 239,6+49,6b 253,3+112,3b 0,0003
(ng/dL)

Proteina Total (ug/uL)

VE 3,17+0,71a 3,78+0,18b 3,87+0,20c 3,90+0,26¢ 0,0251
Séleo 3,94+0,19a 4,08+0,04b 4,49+0,47d 4,37+0,16¢C 0,0321
Gastrocnémio 4,06+0,32a 4,33+0,24b 4,57+0,10c 4,60+0,06¢C 0,0084

Glutamato (mmol/L)

VE 0,97+0,61a 2,76+0,60b 0,91+0,02a 1,02+0,10a <0,0001
Séleo 1,47+0,08a 1,36+0,07b 1,24+0,04c 1,17+0,04c <0,0001
Gastrocnémio 1,45+0,04a 1,36+0,11a 1,47+0,07a 1,47+0,11a 0,0571

Glutamina (mmol/L)

VE 1,44+0,86a 2,13+0,07a 2,22+0,35a 2,1+0,44a 0,3019
Séleo 1,75+0,15a 1,92+0,22a 1,11+0,01b 1,23+0,09b 0,0003
Gastrocnémio 1,75+0,60a 2,20+0,27a 2,07+0,22a 2,03+0,21a 0,5162

Valores representados por médiatdesvio-padréo da média. Valores que compartilham a mesma letra ndo
diferem estatisticamente (P>0,05, ANOVA, Tukey-Kramer). Numero de observa¢des = 10 ou (n=10).
VE=ventriculo esquerdo. Grupos controle (C), tratados com nandrolona (N), metoprolol (M) e combinagéo
metroprolol e nandrolona (MN).

Dados morfométricos

Os dados morfométricos encontrados nos musculos estriados de ratos
Wistar, controle e tratados ou ndo com nandrolona e metoprolol e sua
associacdo, foram obtidos pelas analises dos seguintes parametros: area de
seccao transversa (AST), didmetro, numero de nucleo por fibra, propor¢do de
fibra com ndcleos internos, proporgéo de fibras em splitting, dominio mionuclear
e percentual de tecido ndo contractil. A analise da AST no musculo esquelético

revelou que o tratamento com nandrolona ocasionou um efeito pronunciado
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sobre 0 musculo so6leo de quase 10 vezes maior que o aumento da area da fibra
em relacdo ao grupo controle. O tratamento com metoprolol também ocasionou
um aumento na AST no soleo e no gastrocnémio. Entretanto, quando ambos os
tratamentos foram combinados, o metoprolol apresentou efeito inibitorio
marcante sobre a AST no grupo MN. Foi claramente demonstrado o efeito
marcante do metoprolol sobre o tratamento com a nandrolona nestes muasculos,
prevalecendo um efeito similar ao evidenciado pelo tratamento com metoprolol
de forma isolada. Efeito antagbnico sobre o musculo esquelético foi observado
no coracao. A administragcdo de metoprolol ocasionou uma reducéo na AST e no
diametro de cardiomiécitos no grupo M. Da mesma forma, tal efeito
cardioprotetor induzido pelo tratamento com metoprolol foi observado no grupo
MN, demonstrando uma interferéncia no efeito hipertrofiante da nandrolona
(Tabela 3). De modo geral, comparando os dados de diametro da fibra,
observou-se que 0s mesmos apresentam comportamento semelhante aos dados
obtidos de AST, sugerindo que estas mensuracdes sao equivalentes na
identificacdo do tamanho da fibra (Tabela 3).

O musculo gastrocnémio apresentou um aumento de mais de duas vezes
no numero de nucleos por fibra para o tratamento com nandrolona enquanto que
para o musculo séleo este aumento foi significativo em relacédo ao controle, mas
nao tdo pronunciado. O tratamento com metoprolol induziu um pequeno aumento
no numero de nucleos para ambos os musculos. Todavia, a associacao de
metoprolol com nandrolona levou a um aumento no namero de nucleos em
relacdo ao controle para ambos os musculos, mas parece inibir o efeito marcante
da nandrolona sobre o musculo gastrocnémio.

O tratamento com nandrolona aumentou a quantidade de nucleos internos
nos dois musculos esqueléticos analisados, porém no musculo gastrocnémio
este efeito foi pelo menos duas vezes maior que o observado para o musculo
s6leo. Também, o tratamento com metoprolol levou a um aumento no niamero de
nucleos internos em torno de 170% para o séleo e o gastrocnémio. O metoprolol
ndo teve um efeito inibitério sobre a agdo da nandrolona no musculo séleo;
assim, o grupo MN apresentou um valor aumentado similar ao do grupo N.

Entretanto, esta associacdo aumentou em 250% o numero de nucleos em
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relacdo ao controle no gastrocnémio, o que equivale a metade do efeito
observado no grupo N (Tabela 3). A andlise da proporcgéo de fibras em splitting
revelou que o fendbmeno ocorre nos dois tipos de musculo estriado esquelético
aqui investigados. Fibras que apresentam fendas e/ou fissuras em toda sua area
sao definidas como fibras em splitting e pode ser devido a um processo de dano
e regeneracdo do musculo. Este fendbmeno de fissuras e fendas dentro da
membrana basal destas fibras foi no presente estudo desencadeado pelo dois
tipos de tratamento com B-bloqueador e anabolizante. Mas neste caso, 0 s6leo
foi mais sensivel & nandrolona apresentando quase 15 vezes mais fibras deste
tipo que no grupo C. O sdOleo também foi mais sensivel ao metoprolol,
observando-se 4 vezes mais fibras em splitting que no gastrocnémio. Além do
mais, o metoprolol reduziu & metade o efeito causado pela nandrolona
isoladamente.

O aumento percentual de tecido conjuntivo observado nos musculos
estriados indicou um elevado aumento na matriz extracelular ocasionado pelos
diferentes tratamentos sobre os grupos estudados (M,N e MN). Houve um efeito
homogéneo da nandrolona sobre os trés muasculos, que apresentaram um
aumento em torno de 170% da area nédo contractil. O tratamento com metoprolol
causou um aumento da &area ndo contracti apenas para 0 musculo
gastrocnémio. No ensaio em que houve associacdo de metoprolol com
nandrolona, houve reducédo do efeito da nandrolona sobre esta area apenas para

o ventriculo esquerdo (56%) e séleo (82%).

Tabela 3. Parametros morfométricos analisados nos musculos estriados de ratos
Wistar tratados ou ndo com metoprolol, nandrolona e com a associacdo de
metoprolol e nandrolona.

Ventriculo esquerdo

Parametros C M N MN P value
AST (um2) 300+116a 259+100b 388+140d 347+137c <0,0001
Diametro da fibra (um) 10,4+1,6a 8,7+1,5b 19,0+1,8d 9,2+1,4c <0,0001

% Matriz extracelular 7,1+£0,6a 8,3+0,4ae 12,1+1,1d 9,4+1,4ce <0,0001
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Séleo
Parametros C M N MN P value
AST (um2) 1096+313a 1751+750b 9141+820c 1719+690b  <0,0001
Diametro da fibra (um) 27,916,3a 30,316,3b 34,6+7,2c 32,4+7,5d  <0,0001
Ndcleoffibra 2,4+0,9a 2,8+1,0b 2,7+0,9b 2,8+0,9b <0,0001
Proporcao de fibras com 4,8+1,09a 8,0+1,33b 12,0+2,15¢ 12,9+1,93c  <0,0001
nucleos internos (%)
Proporcao de fibras em 0,11+0,02a 0,47+0,05b 1,62+0,3d 0,97+0,02c  <0,0001
splitting (%)
Dominio mionuclear 550,4+310,5a 737,5+525,6b 3221,0+673,2d 721,0£517,4c  0,0090
% Matriz extracelular 6,5+0,1a 7,3+2,2a 11,3+0,4b 7,4+2 6a <0,0001
Gastrocnémio
Parametros C M N MN P value
AST (um2) 3812+1058a 5772+1878b 6198+1530c 5767+1724b <0,0001
Diametro da fibra 62,12+11,38a 73,07+17,32b 78,09+14,33c 74,92+16,05d <0,0001
(nm)
Nucleoffibra 3,2+1,6a 4,0+2,44b 7,5+3,22¢ 4,4+2,33b <0,0001
Proporcao de 7,6+3,0a 12,8+2,9a 40,0+13b 19,2+3,8a <0,0001
fibras com
nucleos internos
(%)
Proporcao de 0,24+0,03a 0,30+0,04a 1,60+0,31b 0,78+0,06a <0,0001
fibras em splitting
(%)
Dominio 1547+1049a 2211+1927b 993+935¢c 1962+1530b <0,0001
mionuclear
% Matriz 7,1+0,3a 10,040,7b 12,5+1,0c 12,2+0,5¢c <0,0001

extracelular

Valores representados por médiatdesvio-padrdo da média. Valores que compartiiham a mesma letra ndo
diferem estatisticamente (P>0,05, ANOVA, Tukey-Kramer). Nimero de observagdes = 10 ou (n=10). AST=
area de seccdao transversa. Grupos controle (C), tratados com nandrolona (N), metoprolol (M) e combinagéo

metroprolol e nandrolona (MN).
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Discussao

Os resultados mostraram que 7 semanas de tratamento com nandrolona
(20mg/kg/semana) e sua associacdo com metoprolol (1Img/kg/dia) tem efeito
negativo na massa corporal. Outros estudos experimentais relataram resultados
ambiguos nas medidas de massa corporal. Predominaram relatos de reducao da
massa corporal em animais tratados com doses de EAA similares as utilizadas
no presente estudo (Beiner et al. 1999) o que pode estar inserido a diminuicéo
do apetite (Kochakian et al. 1959) e a menor expressao de AR (Rance e Max,
1984). Estes fatores poderiam inibir o crescimento corporal. Ainda que a massa
magra total ndo tenha sido avaliada no presente estudo, a analise do peso
relativo em relacdo a AST e o diametro das fibras musculares dos muasculos
sOleo e gastrocnémio e do ventriculo esquerdo nos permitem sugerir que houve
um aumento da massa magra ocasionado pelo tratamento com nandrolona ja
gue os animais nao foram submetidos a nenhum tipo de atividade fisica e tanto
agua quanto racdo foram oferecidas ad libitum ao longo do estudo, tal fato se
comprova. Tal resultado corresponde parcialmente com aquele descrito por
Joumaa e Leoty (2001), no qual somente o musculo cardiaco e ndo o esquelético
foi afetado pela administracdo de nandrolona. Sobre a eficiéncia alimentar,
nossos resultados nos levam a crer que os diferentes tratamentos tenham levado
a um aumento no metabolismo o qual levou a uma maior ingestdo alimentar. Em
relacdo ao metoprolol, segundo Messerli et al. (2007) o mecanismo
patofisiologico pelo qual os B-bloqueadores levam ao aumento da massa
corporal estd obscuro. Estudos anteriores tém relatado um aumento de massa
corporal devido a sua administracdo (Sharma et al. 2001; Messerli et al. 2007).
Contudo, o aumento excessivo de massa corporal ocasionado pelo uso de B-
bloqueadores tem sido associado ao acumulo de massa gorda. Pacientes
diabéticos e/ou hipertensos tratados com tartarato de metoprolol tiveram um
significante ganho de peso (>7%) em relacdo aos pacientes tratados com um
outro bloqueador de receptores B-adrenérgicos, o carvedilol (Messerli et al.

2007). Uma andlise sistematica foi executada envolvendo 7048 pacientes (3205
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uso de terapia com bloqueadores de receptores [3-adrenérgicos — metorprolol,
propanolol e atenolol) a qual informou um maior aumento no peso destes
pacientes ocasionado pelo tratamento com B-bloqueadores (Sharma et al. 2001).
Nossos resultados nos permite dizer que o metoprolol ocasionou um aumento na

massa corporal e da massa muscular nos musculos esqueléticos.

Além de incrementar a densidade Ossea (Bhasin et al. 2001), a
testosterona também tem sido caracterizada pela sua habilidade para promover
a retencdo de nitrogénio (Ferrando et al. 1998; Evans 2004). O potencial para
reter nitrogénio na massa magra através do estimulo da sintese de proteinas
elou reducdo da degradacdo de proteinas € definido como anabolismo (Kuhn
2002). Evidéncia emergente sugere que 0os EAA exercem um efeito positivo no
musculo ao influenciar o tamanho da fibra, assim como o metabolismo de
proteinas (Kuhn 2002). Estudos anteriores relataram incrementos na sintese
protéica muscular ap6s a administracdo de testosterona (Brodsky et al. 1996;
Griggs et al. 1989; Urban et al. 1995). Contudo, nossos resultados demonstraram
gue os diferentes tratamentos ndo exerceram efeito sobre a concentracdo de
proteina total nos musculos cardiaco e esquelético. Ferrando et al. (1998), em
um estudo com aminoacidos marcados radioativamente (fenilalanina, leucina e
lisina), descreveram um aumento na sintese protéica muscular em humanos em
jejum sem incrementos o transporte interno de aminoacidos na célula apos
administracdo de testosterona. Eles concluiram que o tratamento com
testosterona em humanos em quadro de jejum faz com que o0s aminoacidos
resultantes da quebra de proteinas sejam direcionados novamente para a
sintese ao invés de serem liberados ao meio extracelular. Resultados similares
foram observados por Brodsky et al. (1996), onde a terapia de reposicdo de
testosterona, em pacientes com hipogonadismo, causou notaveis incrementos na
massa muscular magra através da incorporacdo de leucina no mausculo
esquelético, assim como uma aprimorada taxa de sintese de miosinas de cadeia
pesada. De forma semelhante, encontramos concentracbes de proteina total
ligeiramente maiores nos musculos esqueléticos e cardiaco dos animais
tratados. Isto poderia indicar que a retencéo de nitrogénio no musculo € uma das

variaveis responsaveis pela hipertrofia depois do tratamento com EAA elou
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metoprolol. No entanto, quando considerados individualmente, as concentragdes
de glutamina e glutamato nestes grupos nao diferiram dos animais controles (ver
Tabela 2). Tais valores podem refletir diferencas nas concentracfes destes
aminoacidos no musculo estriado, assim como nas concentracdes de outros

aminoacidos encontradas anteriormente em outro estudo (Ferrando et al. 1998).

Resultados controversos tém sido relatados na literatura em relagdo aos
niveis de testosterona sérica apos administracdo de EAA, tanto em modelos
animais quanto em humanos. Tanto altas e baixas concentracbes de
testosterona sérica foram observadas em humanos (Maravelias et al. 2005;
Venancio et al. 2008), as quais se manifestaram juntamente aos efeitos adversos
como atrofia testicular, oligospermia, impoténcia entre outros (Clark et al. 1997),
no entanto, tais fatos ndo tém sido observados em modelos animais. Bitran et al.
(1996) observaram um aumento de 7 a 10 vezes no propionato de testosterona
apos uma e duas semanas respectivamente de tratamento com 10mg/kg/dia de
dianabol. Semelhantemente, Takahashi et al. (2004) relataram um aumento nas
concentracfes de testosterona sérica em ratos ao utilizar a combinacdo de
decanoato de nandrolona, acetato de metelonona e dromostanolona e/ou
somente decanoato de nandrolona + salina ap6s um ciclo de 12 semanas com
um intervalo de 4 semanas iniciado na sexta semana. Este Ultimo experimento
utilizou concentracdes cem vezes maiores que aquelas encontradas em
humanos sadios. No presente estudo observamos, mesmo com a utilizacdo de
doses menores (20mg/kg/semana de nandrolona), um incremento de duas vezes
nas concentracdes de testosterona total sérica nos animais tratados com
nandrolona, assim como no grupo tratado com a associacdo desta com
metoprolol. Efeitos adversos similares aqueles observados em humanos tém
sido encontrados no sistema reprodutor de ratos (Takahashi et al. 2004,
Karbalay-Doust et al. 2007). Em estudo prévio (capitulo 3), demonstramos
oligospermia e azoospermia em ratos sedentarios tratados com as mesmas
doses de decanoato de nandrolona. Entretanto, quando alguns dos efeitos
adversos de altas doses de EAA sao similares em humanos e ratos, as
diferencas nos niveis séricos de testosterona podem ser atribuidas ao

metabolismo dos EAA ou ainda ao eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA).
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No presente estudo constatou-se que o metoprolol reduziu a hipertrofia
cardiaca e da musculatura esquelética ocasionada pelo tratamento com EAA;
entretanto, houve um pronunciado aumento no percentual de tecido conjuntivo
como observado na Tabela 3 e Figura 1. Estes resultados estédo de acordo com
os descritos por White et al. (1989) nos quais o tratamento com metoprolol em
pacientes hipertensos, resultou na regressdo da massa ventricular esquerda e
melhora significativa no enchimento do ventriculo durante a diastole. Trimarco et
al. (1989) e Habib et al. (1994) confirmaram estes resultados e ressaltam a
importancia da reversao da hipertrofia ventricular esquerda e controle da pressao
arterial diastélica na melhoria da funcdo cardiovascular. Alguns estudos tém
sugerido que a regressdo da hipertrofia ventricular poderia aumentar o
percentual de fibrose e, assim, diminuir a funcionalidade do ventriculo (Agati et
al. 1987), ja que a reducdo da fibrose é considerada adjuvante na regeneracao
tecidual ap6s o dano (Roberts et al. 2001). Assim, torna-se claro o aumento da
matriz extracelular na musculatura estriada mesmo apds a regressdo da
hipertrofia ocasionada pelo metoprolol em nosso estudo. Por outro lado, nossos
resultados demonstraram que a nandrolona causou de fato hipertrofia muscular,
tanto no musculo cardiaco quanto no esquelético. Urhausen et al. (1989)
descreveram que o uso de EAA aumenta a densidade septal interventricular, a
pressao sanguinea e a massa ventricular esquerda, resultando em hipertrofia
concéntrica compensatéria da parede ventricular esquerda inclusive apds a
interrupcdo do uso. Tais resultados foram demonstrados em fisiculturistas e

levantadores de peso usuarios e ex-usuarios de EAA (Sachtleben et al. 1993).

E descrito que andrégenos podem alterar a funcdo regenerativa do
musculo estriado (Kelso et al. 1989), alterando a atividade de fibroblastos e
suprimindo a sinalizacdo de células dependentes gerando fibrose (Chipuk et al.
2002). Isto parece ser a resposta para aumento pronunciado de tecido conjuntivo
nos grupos tratados com nandrolona. Estudo similar utilizando o EAA
estanozolol, também demonstrou um aumento na sintese de colageno dermal
sem alterar a replicacéo de fibroblastos (Falanga et al. 1998). A expansao da
matriz extracelular com o tratamento de nandrolona pode estar relacionada a

diversos fatores como edema e fibrose. JA4 que a testosterona é um potente
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hormdnio anabolizante com mudltiplas ac¢des biologicas, € provavel que possa

alterar a resposta regenerativa no masculo estriado.

Nossos resultados demonstraram uma grande correlacéo entre a area das
fibras musculares e o nimero de mionucleos. Animais tratados com nandrolona
apresentaram fibras maiores e maior nimero de mionucleos por fibra, tanto nas
regides sub-sarcolemal como na regido interna das fibras. Modelos humanos que
analisaram a hipertrofia muscular pelo uso de EAA descreveram que este
fenbmeno é acompanhado por um aumento no numero de mionucleos e de
células satélites (Kadi 2000; Eriksson et al. 2005; Eriksson 2006a; Eriksson et al.
2006b). Uma correlac@o similar foi observada em estudos no muasculo trapézio
em humanos (Kadi et al. 1999b). Sinha-Hikim et al. (2002) demonstraram em um
estudo com usuarios de EAA, um aumento significativo no numero de
mionucleos em relagéo a area da fibra. Certamente, estes resultados apdiam a
idéia de que o numero de mionudcleos representa um papel importante no
mecanismo de hipertrofia das fibras musculares estriadas (Edgerton e Roy 1991,
Allen al de et. 1999; Kadi 2000).

E bem conhecido que cada nlGcleo suporta um certo volume
citoplasmatico de RNA mensageiro (RNAm) e de proteinas. Este volume é
freqientemente chamado de dominio mionuclear (Cheek 1985). Muito tem sido
discutido acerca da capacidade de expansdo do dominio mionuclear de um
mionucleo através do aumento de sintese e eficiéncia no transporte de RNAmM
(Sinha-Hikim et al. 2003). Recentemente, Kadi et al. (2004) observaram que uma
sobrecarga funcional no musculo pode gerar um aumento na atividade de células
satélites promovendo mudancas na area da fibra muscular esquelética sem
adicdo de novos mionucleos. Nossos dados mostraram que as fibras dos grupos
tratados com nandrolona tiveram area e numero de miondcleos maiores,
corroborando as idéias propostas por Kadi et al. (1999b), que inferem que a
adicdo de mionucleos é uma condi¢do prévia para a uma hipertrofia muscular
amplificada. Parece que tanto a nandrolona e o metoprolol provocam um
aumento do dominio mionuclear em fibras predominantemente de contracao

lenta. Resultados similares foram observados por Sinha-Hikim et al. (2003), nos
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quais fibras de contracdo lenta apresentaram maior dominio mionuclear em

usuarios de testosterona quando comparados a nao-usuarios.

E considerado estado miopatologico quando mais de 3% das fibras
contém nucleos centrais (Greenfield 1957). Em nosso estudo, 0s animais
tratados com nandrolona obtiveram valores muito maiores que 0s anteriormente
mencionados (40% no soleo e 12% no gastrocnémio). Assim, como descreveram
Eriksson et al. (2005) e Kadi et al. (1999b), a centralizacdo de nucleos em fibras
musculares poderia ser um fendmeno de adaptacdo a um estimulo ou
sobrecarga. Os nucleos centrais poderiam existir para auxiliar fibras hipertroficas
extremamente grandes, como ocorreu nos grupos tratados com nandrolona.
Nucleos centrais poderiam reduzir as distancias de difusdo de um nucleo para
partes centrais da fibra. Nossos resultados nos musculos s6leo e gastrocnémio
reforcam estas teorias.

E aceito que miontcleos em fibras musculares maduras ndo sdo capazes
de se dividirem (Allen 1999). A adicdo de células satélites aumentard o dominio
mionuclear destas fibras (Morgan e Partridge 2003; Hawke e Garry, 2001).
Embora ndo tenha sido analisado o nimero de células satélites em nosso
estudo, os resultados obtidos sugerem que a administracdo de nandrolona em
musculo esquelético ocasionou alteracdo nos padrdes musculares devido ao
aumento no numero de células satélites (McClung et al. 2005). Um aumento
significante em numero de células satélites foi observado em individuos jovens
depois de suplementados com 300-600 mg de testosterona/semana durante 20

semanas (Sinha-Hikim et al. 2003).

A testosterona e os EAA exercem sua acao através do receptor de
andrégeno, localizados nas regifes perinucleares e citosolicas do musculo
estriado (Snochowski et al. 1980). A ligacdo do androgeno resulta na ativacao do
DNA e transcricdo de varias proteinas com diferentes atividades intracelulares
(Dohle et al 2003). Estudos prévios informaram que ambos, testosterona e
nandrolona podem aumentar a expressao de IGF-1 no musculo esquelético
(Ferrando et al. 2002; Gayan-Ramirez et al. 2000; Lewis et al. 1999). Contudo,

além da ativacdo de AR, os EAA exercem sua funcdo por mecanismos paralelos
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como o antagonismo competitivo do receptor de glicocortidoides (GR) (Mayer e
Rosen, 1975). O antagonismo do GR é de interesse particular no estudo dos
eventos hipertrofiantes ja que o cortisol sinaliza o catabolismo muscular
(Hasselgren, 1999; Price et al. 1996). Nossos resultados demonstraram que o
tratamento com nandrolona ocasionou alteragdes na expressao de AR, as quais
foram refletidas na sua imunodeteccdo, ocasionando um aumento nos grupos
tratados com nandrolona. O presente estudo demonstrou estar de acordo com o
de Antonio et al. (1999) que descreveram que a expressdo de AR é sensivel a
concentragdo circulante de testosterona. Porém, a influéncia dos niveis de
testosterona circulantes na expressdo de AR parece ser musculo-especifico
(Antonio et al. 1999). Musculos de contracdo lenta como o soOleo tendem a
apresentar uma maior sensibilidade ao andrégeno quando comparados ao
gastrocnémio (contracdo rapida) e isto foi comprovado pelos maiores valores
encontrados nos parametros morfométricos nos grupos tratados com
nandrolona. No entanto, o tratamento com nandrolona apresentou mudancas na
expressdo de GR, a qual mostrou ser menor em relagdo aos grupos C e M. De
forma contraria, animais controles apresentaram uma marcacéo deste receptor
demonstrada tanto na regido perinuclear quanto citosoélica. Similarmente ao
tratamento com nandrolona, animais tratados com metoprolol também
apresentaram menores expressdes de GR. Schmidt et al. (2001) demonstrou
gue os hormdnios adrenérgicos aumentam a atividade de glicocorticoide no
hipocampo. Dessa forma, pode ser que em nosso estudo, o bloqueio de
receptores B-adrenérgicos provocado pelo tratamento com metoprolol levou a
uma reducao significativa na expressao de GR no musculo esquelético, a qual é

dependente das concentrac¢des circulantes de glicocorticoides.

Apesar do mecanismo de acdo do metoprolol sobre o crescimento do
musculo esquelético ainda ser pouco elucidado, o tratamento com metoprolol
ocasiona mudancgas no musculo estriado esquelético por bloqueio de receptores
Bi-adrenérgicos e isto poderia levar a um aumento da massa muscular com
consequente aumento do dominio mionuclear. Receptores [-adrenérgicos
podem estar envolvidos na manutencdo ou na adaptacdo de caracteristicas do

tecido muscular esquelético. Por exemplo, foi sugerido que participam no
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controle fisiologico da massa tecidual através de catecolaminas enddgenas
(Sillence et al. 1991). Ha portanto, evidéncias que sugerem que a adaptacao
enzimatica no musculo € regulada, pelo menos em parte, pela excitacdo de
receptores B,-adrenérgicos (Ji et al. 1986). Além disso, a massa muscular
esquelética, a concentracdo de proteinas e o tamanho da fibra muscular sédo
aumentados apo0s o tratamento com agonistas de receptores [,-adrenérgicos
(Kim e Sainz 1992; Murphy et al. 1996; Yang e McElligott 1989; Zeman et al.
1988). Se os receptores Br-adrenérgicos sdo necessarios no musculo para a
manutencao destas caracteristicas, poderia ser esperado que o bloqueio crbnico
destes receptores Bi-adrenérgicos defronte os efeitos encontrados em nosso

estudo.

Neste presente estudo o metoprolol aumentou a massa muscular
esquelética quando foi comparado com o grupo controle. Porém, estes
resultados contradizem os de Sillence et al. (Sillence et al. 1991) e Benbachir-
Lamrini et al. (1993), que informaram reducdes na massa muscular esquelética
de membros inferiores e aumentos na massa muscular do s6leo apds tratamento
crénico com um B-bloqueador (ICI), respectivamente. De forma interessante,
Benbachir-Lamrini et al. (1993) observaram uma diminuicdo na AST do musculo
de ratos Wistar-Kyoto normotensos em 4 semanas de idade, considerando que
houve um aumento na AST com 8-10 semanas de idade. As raz0es para as
diferencas observadas nestes estudos poderiam ser a duracédo do tratamento, a
dose, a idade, o género, ou a tensdo dos animais. Em outro estudo, foi
demonstrado que o tratamento crénico com ICI ndo promoveu mudancas na
massa muscular de ratos Sprague-Dawley (Murphy et al. 1997). Redugbes na
massa muscular esquelética apds bloqueio crénico de receptores [B2-
adrenérgicos poderia resultar em diminuicdo das concentracdes de proteinas
musculares, ja que a excitacdo destes receptores aumentam o contetdo protéico
no musculo esquelético (Yang e McElligott 1989). Neste estudo, mensuramos
ndo s6 a massa magra dos musculos sbleo e gastrocnémio, mas sim, de
proteinas, aminoacidos e uma analise morfométrica seguida da expressdo de
receptores de andrégeno e glicocorticéide e todos estes parametros se

apresentaram alterados apos o tratamento com metoprolol e nandrolona. Estes
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resultados sugerem que embora o tratamento com agonista de receptores .-
adrenérgicos possa promover a hipertofia muscular esquelética (Kim e Sainz
1992; Yang e McElligott 1989), os receptores B1-adrenérgicos parecem nao
representar um papel obrigatério na manutencdo do musculo nas condi¢cfes
presentes. De acordo com estudos de Sillence et al. (1995) e Murphy et al.
(1997), é esperado que apds um tratamento crénico com B-bloqueadores haja
um aumento na expressdo de receptores [r-adrenérgicos. Tal fato foi
comprovado apos 14 dias de tratamento com ICl, o qual aumentou a expresséo
destes receptores no musculo gastrocnémio (42%) (Murphy et al. 1997).
Portanto, nossos resultados nos permitem evidenciar que o tratamento com
metoprolol por um efeito indireto pode ter ocasionado um aumento na expressao
de receptores B-adrenérgicos os quais tem ligacdo com a manutencdo e o ganho

de massa muscular (Yang e McElligott 1989).

Considerando o que foi anteriormente mencionado, nossos resultados
indicam que, enquanto o tratamento com nandrolona produz um aumento no
tamanho da fibra e na proporcéo de tecido conjuntivo pela sua possivel interacédo
com receptores nucleares e de membrana (3-adrenérgicos) tanto no miocérdio,
guanto no musculo esquelético, a sua associacdo com metoprolol ocasionou
hipertrofia muscular esquelética, a qual era de se esperar jA que este € um
antagonista seletivo de receptores [Bi-adrenérgicos. Tal efeito encontrado foi
similar aquele causado pela administracdo isolada de metoprolol, o que nos
permite sugerir que um efeito competitivo prevaleceu sobre os potentes efeitos
do EAA no musculo esquelético. No entanto, os mecanismos pelos quais o
metoprolol aumentou o tamanho da fibra muscular esquelética e interferiu com a

nandrolona quando associados, ainda devem ser investigados.

Em concluséo, altas doses de nandrolona promovem hipertrofia muscular
estriada e aumento da matriz extracelular. A sua associagdo com metoprolol,
apesar de promover um efeito cardioprotetor no ventriculo esquerdo, levou a
hipertrofia dos musculos so6leo e gastrocnémio. Contudo, um resultado
competitivo inibitdério foi observado sobre os efeitos hipertrofiantes da nandrolona

nos animais estudados. Tais tratamentos modificaram a expressao de receptores
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nucelares (AR e GR), o que provavelmente seja consequéncia as altas

concentracfes de testosterona sérica.
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Capitulo lll

Esterdide anabolizante associado a antagonista seletivo
de receptores Bi-adrenérgicos ocasiona alteragcbes no

sistema reprodutor de ratos wistar
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Resumo

Investigaram-se os efeitos da associacdo de nandrolona e metoprolol no sistema
reprodutor com enfoque nas alteracdes dos parametros morfolégicos, dos niveis
de testosterona sérica e das concentracfes testiculares de proteina total,
glutamato e glutamina. Quarenta ratos Wistar machos foram distribuidos em
grupos controle, tratados com metoprolol 1mg/kg/dia, nandrolona
20mg/kg/semana, e sua associacdo. Os testiculos e espermatozoéides foram
processados histologicamente e analisados segundo 0s seguintes parametros:
volume, peso, tamanho, diametro dos tubulos seminiferos, altura epitelial, luz
tubular e proporcdo volumétrica. Imagens das cabecas de espermatozoides
foram capturadas e avaliadas por sistema computacional para analise da
diferenca existente em sua estrutura e coloracdo. O tratamento com nandrolona
provocou reducdes nos parametros testiculares de peso, diametro e tamanho
testicular como também de diametro dos tubulos seminiferos, altura epitelial, luz
tubular e proporcdo volumétrica. Por outro lado, as concentracfes séricas de
testosterona, proteina total, glutamato e glutamina foram maiores nestes animais
(P<0.05). Os fatores descritos em testiculos e espermatozoides indicam atrofia
testicular com comprometimento da fertilidade, devido as alteracdes provocadas
pelo feedback negativo do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal nestes animais.
No entanto, as alteracdes causadas pela nandrolona foram menores quando
analisadas em associagdo com metoprolol, indicando um possivel efeito protetor

do beta-bloqueador sobre os testiculos.

Palavras-chave: nandrolona, testiculos, espermatozoides, metoprolol,

testosterona, morfometria.
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Abstract

The effects of the association of nandrolone and metoprolol on the reproductive
system, serum testosterone, total protein, and glutamate and glutamine
concentrations of rats were investigated. Forty male Wistar rats were randomly
distributed into 4 groups: control, treated with metoprolol 1mg/kg/day, treated with
nandrolone 20mg/kg/week, and treated with both metoprolol and nandrolone.
Testes and spermatozoa were histologically processed and analyzed to
determine: volume, mass, size, width of the seminiferous tubules, epithelial
height, tubular lumen, and volumetric proportion. Head images from spermatozoa
were captured and analyzed by software to assess the difference between
coloration and structure. Nandrolone treatment caused a decrease in mass,
diameter and testicular size, as well as width of the seminiferous tubules,
epithelial height, tubular lumen and volumetric proportion. On the other hand,
serum testosterone, total protein and glutamine and glutamate concentrations
were higher in these animals (P<0.05). Metoprolol did not cause any significant
effect on the morphological parameters investigated. The alterations caused by
nandrolone were significantly lower when analyzed in association with metoprolol,

which could indicate a possible protective effect of the beta-blocker on the testes.

Keywords: nandrolone, testes, spermatozoa, metoprolol, testosterone,

morphometry.
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Introducéo

Esterdides anabolizantes androgénicos (EAA) sdo analogos sintéticos do
horménio sexual testosterona que aumentam a sintese protéica e o
crescimento celular em diferentes tecidos. No macho, os hormonios
luteinizante (LH) e foliculo estimulante (FSH) regulam o crescimento testicular,
a espermatogénese e a esteroidogénese (Rosenfeld 1972). O hormdnio de
liberacdo das gonadotrofinas hipotalamico (GnRH) atua na hipofise anterior,
promovendo a liberacdo de FSH, que estimula a gametogénese, bem como a
liberacdo de LH que, por sua vez, estimula a sintese e a secrecdo de
androgenos (Hardman et al. 1996), os quais secretados pelas células de
Leydig, atingem os tabulos seminiferos e a circulacdo (Wilson, 1996). A
testosterona, a dihidrotestosterona e o estrogénio atuam no hipotalamo para
exercer uma inibicdo da retroalimentac&do negativa no horménio GnRH. Ja que
0 GnRH estimula o FSH e o LH na pituitaria, esta retroalimentacdo negativa
pode ser vista pela inibicdo subsequente da producéo de testosterona e efeito
reverso sobre a espermatogénese (Rosenfeld 1972). O abuso de EAA tem
sido associado a efeitos colaterais no sistema reprodutivo como atrofia
testicular e espermatogénese prejudicada (Yesalis and Bahrke, 1995; Gruber
and Pope, 2000; McGinnis, 2004; Payne et al., 2004; Schurmeyer et al., 1984;
Pope and Katz, 1994; Wroblewska, 1997; Clark et al., 1997; Nagata et al.,

1999; Torres-Calleja et al., 2001).

O metoprolol, um antagonista seletivo de receptores (;-adrenérgicos, €
utilizado na prevencdo secundaria de infarto do miocardio, como anti-

hipertensivo e no tratamento de arritmias e hipertrofia cardiaca (Vujic et al.,
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1997). Ainda que anti-hipertensivos possam causar deficiéncia significativa na
funcao testicular, ocasionando infertilidade (Monoski et al., 2002; Thompson
ST., 1994), agentes cardioseletivos como atenolol e metoprolol apresentam
menores efeitos deletérios na funcdo sexual (Monoski et al. 2002; Thompson

ST., 1994; Buffum J., 1986).

Considerando os efeitos colaterais ocasionados por cada uma das drogas
no sistema reprodutor, o presente estudo buscou avaliar a consequéncia da
associacao de nandrolona e metoprolol nos espermatozoides e testiculos de
ratos com enfoque nas alteracdes dos parametros morfolégicos, nos niveis de
testosterona sérica e nas concentragfes testiculares de proteina total,

glutamato e glutamina.

Resultados

Mensuracdes de parametros fisicos e biométricos

A massa corporal inicial ndo foi diferente entre os grupos C, M, N e MN.
No final do periodo experimental, o peso final e 0 ganho de peso corporal dos
animais foram maiores para o grupo M, apresentando diferencas em relacédo aos
demais grupos. No final do periodo experimental, os grupos M e MN
apresentaram uma reducao na massa corporal; contudo, nenhuma diferenca foi
observada entre os grupos N e MN. Apesar do grupo MN perder peso em
relacéo ao C, este ndo se diferiu do grupo M. Quando analisado a percentagem

de ganho de peso corporal, os grupos N e MN apresentaram maiores valores



61

gue os grupos C e M (Tabela 1). De acordo com os dados de ingestao alimentar,
os valores de todos os grupos apresentaram diferencas significativas pelo teste

de Tukey-Kramer em P<0,05 (Tabela 1).

Tabela 1. Dados biométricos de ratos Wistar tratados com metoprolol,

nandrolona e associacado de metoprolo e nandrolona.

Parametros C M N MN P value
Massa Corporal (9)

Inicial 294,3+21,7a 293,7£17,8a 294,3+22,1a 294,3£20,9a 0,9999

Final 395,4+£29,7a 377,7£26,9 a 337,1+29,7b 354,9+11,1 b <0,0001

Ganho 101,1+15,9a 84,0+20,1a 42,8+12,9b 60,6+22,1b <0,0001

Ganho Percentual (%) 74,4+3,0a 77,9+4 2ac 87,4+3,2b 82,9+6,1bc <0,0001

Ingestédo Alimentar (g) 25,3+0,5a 27,3+0,7b 32,1+0,4c 33,9+0,2d <0,0001

Valores representados por médiatdesvio-padrdo da média. Valores que compartiiham a mesma letra ndo
diferem estatisticamente (P>0,05, ANOVA, Tukey-Kramer). Nimero de observag¢bes = 10 por grupo ou
(n=10). Grupos controle (C), tratados com nandrolona (N), metoprolol (M) e combinagdo metroprolol e
nandrolona (MN).

Qualidade Espermatica

Os valores de contagem, motilidade e vigor dos espermatozéides estao
presentes na tabela 2. Animais tratados com nandrolona apresentaram reducao
nos trés parametros. O metoprolol ndo ocasionou efeito sobre os parametros de
contagem, motilidade e vigor. A associacdo de metoprolol com nandrolona

reverteu o efeito negativo causado somente pela nandrolona (Tabela 2).



62

Tabela 2. Parametros morfologicos dos espermatozoides de ratos Wistar

tratados com metoprolol, nandrolona e da associacdo entre metoprolol e

nandrolona.
Parametros C M N MN P value
Contagem 81,1+2,9a 77,0x2,0a 40,1+6,0b 76,012, 7a 0,0028
Espermatozéides
(x10° /mL)
Motilidade (%) 76,0+9,6a 72,8+17,9a 48,3+7,5b 68,7+15,5a 0,0030
Vigor (0-5) 4,0+0,5a 3,5+0,9a 2,3+0,7b 3,5+0,8a 0,0037

Valores representados por médiatdesvio-padrdo da média. Valores que compartilham a mesma letra ndo
diferem estatisticamente (P>0,05, ANOVA, Tukey-Kramer). Nimero de observag¢bes = 10 por grupo ou
(n=10). Grupos controle (C), tratados com nandrolona (N), metoprolol (M) e combinacdo metroprolol e
nandrolona (MN).

Em relacdo aos parametros morfométricos da cabeca dos
espermatozoides, houve um aumento pronunciado na area no grupo tratado com
nandrolona. A nandrolona e a sua associagdo com o0 metoprolol ocasionaram
aumento nos valores de diferenca percentual dos valores de pixels o qual reflete
descompactacdo da cromatina. Porém, a administragdo com metoprolol
promoveu uma reducdo nos mesmos. A analise do coeficiente de variacao
mostrou que animais tratados com nandrolona assim como sua associagdo com
metoprolol provocaram seu aumento indicando heterogeneidade na

compactacao da cromatina (figura 1).
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Figura 1. Andlise da area, diferenca percentual (condensacdo de cromatina) e
coeficiente de variacao (estrutura morfolégica) (Média £Desvio-padrdo da média)
das cabecas dos espermatozoides de ratos Wistar tratados com metoprolol,

nandrolona e a sua associacgdo (°P<0,0001).
Analise Testicular

A tabela 4 mostra os parametros biométricos (peso testicular, volume
testicular, diametro dos tubulos seminiferos, altura do epitélio seminifero, luz
tubular, proporcdo volumétrica, percentual de tecido conjuntivo) e bioquimicos
(proteina total, glutamato e glutamina) analisados em testiculos dos animais. Os
tratamentos provocaram uma diminui¢do no peso dos testiculos, porém, somente
a nandrolona e sua associa¢cdo com o metoprolol causaram uma reducéo no seu
volume e didmetro. A administracdo ocasionou uma diminuicdo na altura do
epitélio, luz tubular e proporcdo volumétrica e consequentemente aumento da
proporcao de tecido conjuntivo. A nandrolona e sua associacdo com metoprolol
ocasionaram uma reducdo nos valores totais de proteinas assim como de

glutamina e glutamato.
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Tabela 3. Parametros biométricos, morfométricos e bioquimicos testiculares de

ratos Wistar tratados com metoprolol, nandrolona e com a associacdo entre

metoprolol e nandrolona.

Parametros C M N MN P value
Peso dos testiculos (g) 1,91+0,09a 1,89+0,08ac 1,63+0,13b 1,78+0,01bc  <0,0001
Volume dos testiculos (mL) 1,42+0,19a 1,37+0,10a 1,05+0,21b 1,20+0,11c  <0,0001
Diametro dos tibulos 203,98+43,04a 198,70+32,25a 186,30+26,79b 193,31+38,16b <0,0001
seminiferos (um)
Altura do epitélio seminifero 65,12+15,17a 69,01+13,61a 63,30+10,14b 66,31+15,45a <0,0001
(um)
Luz tubular (Pixels) 74,20£30,91a 68,07+35,13a 60,67+22,47b  69,51+32,30a <0,0001
Proporgéo volumétrica (%) 59,92+12,84a 61,24+13,91a 54,54+10,29b 58,40+12,28a 0,0005
Matriz Extracelular (%) 6,04+2 56a 7,45+4 13a 9,92+4,83b 8,01+3,54a 0,0003
Concentragdo de proteina total ~ 4,96+0,57a 4,52+0,30a 3,89+0,12b 3,85+0,18b  <0,0001
(Hg/pL)
Glutamato 1,32+0,08a 1,40+0,13a 1,17+0,06b 1,14+0,05b  <0,0001
Glutamina 1,35+0,10a 1,37+0,12a 1,13+0,09b 1,14+0,08b  <0,0001

Valores representados por médiatdesvio-padrdo da média. Valores que compartilham a mesma letra ndo
diferem estatisticamente (P>0,05, ANOVA, Tukey-Kramer). Nimero de observagfes = 10 por grupo ou
(n=10). Grupos controle (C), tratados com nandrolona (N), metoprolol (M) e combinagdo metroprolol e

nandrolona (MN).

Testosterona total sérica

A analise das concentracdes de testosterona sérica total revelou que

existe diferenca apenas nos grupos que receberam o decanoato de nandrolona,

apresentando maiores concentragcoes de testosterona que 0s grupos controle e

metoprolol (Figura 2).
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Figura 2. Concentracdo (MédiatDesvio-padrdo da media) de testosterona total
sérica de ratos Wistar tratados com metoprolol, nandrolona e sua associacdo
durante sete semanas. Niveis de testosterona apresentados em ng/dL

mensurados por analise de quimioluminescéncia imunométrica (°P=0,0003).

Discussao

Nossos resultados mostraram que sete semanas de tratamento com
nandrolona (20mg/kg/semana) e sua associacdo com metoprolol tem efeito
positivo na massa corporal. Outros estudos experimentais relataram resultados
controversos na avaliacdo da massa corporal nos quais a maioria nao relatou
ganho (Beiner et al. 1999) devido a diminuicdo no apetite (Kochakian et al. 1959)
e reducdo da expressao de receptor de androgeno (Rance e Max, 1984). Os
autores utilizaram doses de nandrolona similares aquelas que utilizamos neste
estudo. Ainda que a massa magra nao foi mensurada, outras variaveis como
area e massa do musculo estriado esquelético (Eriksson et al. 2005; McClung et
al. 2005) nos permitem sugerir que a nandrolona e sua associagdo com

metoprolol causaram um incremento na massa corporal jA que 0s animais nao
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foram submetidos a nenhum tipo de exercicio fisico ou atividade fisica e agua e

comida foram ofertadas ad libitum para todos os grupos ao longo do estudo.

Ainda que um ganho significante foi observado na massa do musculo
estriado (Eriksson et al. 2005; McClung et al. 2005), nos animais tratados com
nandrolona e sua associacdo com metoprolol, devido em parte ao efeito
anabolico de altas doses de testosterona neste tecido, uma atrofia testicular
também foi observada em animais tratados com nandrolona. Tem sido sugerido
gue doses suprafisiologicas de EAA promovem tal efeito devido ao feedback
negativo no eixo hipotalamico-pituitario-adrenal (HPA) (Clark et al., 1997; Nagata
et al., 1999; Pope e Katz., 1994; Schurmeyer et al., 1984; Torres-Calleja et al.,

2001; Wroblewska A.M., 1997; Turek et al. 1995).

Além de utilizar os parametros de comprimento (Pope and Katz, 1994),
largura (Koskinen et al. 1997) e volume testicular para determinar atrofia, tal
como foi sugerido por Feinberg et al. (1997) e Noorafshan et al. (2005), a massa
em gramas dos testiculos dos animais tratados com nandrolona e sua
associacdo com metoprolol também foi menor, sugerindo que estes dois grupos
de animais apresentaram atrofia. Da mesma forma, os niveis de proteina total
nos testiculos, assim como as concentracdes de glutamina e glutamato foram
menores que no grupo controle. No entanto, os animais que receberam
nandrolona associado com metoprolol ndo mostraram o mesmo efeito, indicando
uma possivel agdo antagonista do metoprolol na atrofia testicular. Para nosso
conhecimento, estudos mostrando o efeito da associagdo de metoprolol com

nandrolona sobre os testiculos ndo tém sido publicados.



67

Estudos anteriores também relataram dano aos testiculos apoOs altas
doses de nandrolona como um menor numero de células de Sertoli e de Leydig
(Takahashi et al 2004 ; Bitran et al 1996). A analise dos nossos resultados
mostrou que a nandrolona, mas ndo o metoprolol, teve impacto negativo na
morfologia dos testiculos e espermatozdides quando comparados com 0S
animais controles. Nossos resultados s&o corroborados por outros estudos
descrevendo o efeito da nandrolona em relacdo a reducdo do tamanho dos
tubulos seminiferos, altura do epitélio e volume testicular (Feinberg et al 1997;
and Noorafhan et al 2005; Mesbah et al. 2007). Alteracdes semelhantes na
morfologia testicular podem ser claramente associadas com uma diminuicdo na
gualidade espermatica (Mesbah et al. 2007). Os animais tratados com
nandrolona neste estudo, também mostraram menores valores de vigor,
contagem espermatica e motilidade quando comparados com os valores do
grupo controle. Karbalay-Doust et al. (2007) demonstraram que tanto o
tratamento com baixas (1mg/kg/dia) ou altas doses (10mg/kg/semana) de
nandrolona, alteram a morfologia dos espermatozoéides em ratos ainda que estas
alteracdes sejam parcialmente reversiveis apos 14 semanas de descontinuado o
tratamento. Outros estudos (Holma P.K, 1977; Schurmeyer et al., 1984; Lukas
S.E., 1993; Turek et al., 1995; Feinberg et al., 1997; Torres-Calleja et al., 2001)
também relataram que EAA deterioram a espermatogénese ocasionando
azoospermia e anormalidades morfoldégicas em espermatozoéides de atletas.
Consequentemente, € provavel que doses suprafisiolégicas de testosterona
tenham resultado em uma reduc¢éo na qualidade do esperma devido a alteragbes

morfolégicas no testiculo no presente estudo. Além disso, altas doses de
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testosterona poderiam ser a causa das alteracfes na compactacédo da cromatina

com implicagdes na capacidade de fertilizacao.

Em relacdo as concentracfes séricas de testosterona, maiores valores
foram observados nos dois grupos tratados com nandrolona. Estes resultados
sd0 um pouco ambiguos jA que era de se esperar que uma atrofia testicular
resultasse em menores niveis de producdo de testosterona. Entretanto,
consistentes com estes resultados sdo aqueles de Feinberg et al. (1997) e
Noorafshan et al. (2005), que demonstraram que 10mg/kg/semana de propionato
de testosterona resultaram em altos niveis de testosterona sérica e uma reducao
significativa nos parametros de comprimento dos tubulos seminiferos assim
como no peso e volume dos testiculos. Como mencionado anteriormente, altas
doses de nandrolona podem provocar hipogonadismo devido ao feedback
negativo do eixo HPA (Clark et al., 1997; Nagata et al., 1999; Pope e Katz., 1994;
Schurmeyer et al., 1984; Torres-Calleja et al., 2001; Wroblewska A.M., 1997,
Turek et al. 1995; Dohle et al. 2003). Inclusive com atrofia testicular (Pope and
Brower, 2005; Pope e Katz, 1994), altos niveis de testosterona sérica parecem
ser a consequéncia da administracdo de EAA. Takahashi et al. (2004) sugeriram
gue os altos niveis de testosterona sérica sdo o resultado da producédo endbégena
e da administracdo de EAA. Por outro lado, resultados inconsistentes tém sido
encontrados em humanos. Varios estudos anteriores relataram tanto baixas
guanto altas concentracdes de testosterona sérica apos tratamento com EAA em
fisiculturistas profissionais e amadores (Pope and Brower, 2005; Reyes-Fuentes
and Veldhuis, 1993; Venancio et al. 2008). Nossos resultados mostraram um

incremento de duas vezes na testosterona sérica ap0s sete semanas de
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tratamento com nandrolona. As diferencas encontradas entre os modelos
animais e humanos podem ser atribuidos ao eixo HPA (Takahashi et al. 2004).
Uma possivel explicacdo para o menor volume e massa testicular dos ratos no
presente estudo, € que mesmo com altos niveis de testosterona sérica, a
concentracdo da mesma encontrada nos testiculos ndo era apropriada para

manter a espermatogénese resultando em atrofia (Dohle et al. 2003).

Resultados similares foram observados quando analisada a éarea,
diferenca percentual e coeficiente de variacdo das cabecas de espermatozoides
de animais tratados com nandrolona e sua associacdo com metoprolol onde este
parece ter reduzido os efeitos adversos causados somente pela nandrolona.
Perreault et al. (1998) descreveram que o alto grau de compactacdo da
cromatina espermatica promove protecdo e manutencdo a integridade do DNA,
tornando-o mais resistente a mutagdes e estresses ambientais, de tal modo que
a fertilizacdo do odcito e descondensacdo da cromatina possam ocorrer
normalmente. Alteracdes na cromatina podem afetar a taxa de descondensacéao
da mesma, fenbmeno que parece ser espécie-especifico podendo estar
relacionado com o tipo de protamina presente e extensdes das ligacdes
dissulfeto. Falhas no complexo DNA-proteina podem ser investigadas utilizando
a técnica de metacromasia induzida com azul de toluidina (Beletti et al. 2005).
Noés avaliamos tais defeitos do complexo DNA-proteina através da coloragao
com azul de toluidina em varios parametros morfométricos das cabecas de
espermatozoide de coelhos e touros (Beletti et al. 2005; Beletti e Mello, 2004).
No entanto, em um estudo piloto encontramos que nem todos estes parametros

sdo apropriados para ratos. Consequentemente, os parametros de area,
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diferenca percentual e coeficiente de variagcdo foram utilizados no presente
estudo. Assim como descrito por Belleti et al. (2005), a correlacdo negativa entre
a diferenca percentual, a area e coeficiente de variacdo mostram anormalidades
na condensacdo da cromatina e no tamanho da cabeca dos espermatozéides.
No presente estudo, animais tratados com nandrolona apresentaram danos na
condensacdo da cromatina como comprovado por uma correlacdo entre os

parametros anteriormente mencionados quando comparados aos controles.

Em concluséo, altas doses de nandrolona produziram atrofia testicular
devido a uma reducéo do peso e volume testicular assim como do diametro dos
tubulos seminiferos, altura epitelial, luz tubular e propor¢do volumétrica, com
prejuizo na qualidade espermatica demonstrada pelos valores reduzidos de area,
diferenca percentual e coeficiente de variacdo. Tais resultados se manifestaram
como consequéncia do feedback negativo no eixo HPA. Ainda que a associacao
de nandrolona com metoprolol ndo tenha revertido a valores normais as variaveis

estudadas, seu efeito foi significativamente reduzido nas mesmas.
Materiais e métodos
Etica

Todos os procedimentos de manejo, utilizacdo e eutanasia destes animais
seguiram criteriosamente as resolucdes propostas pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL, 2009) e pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal da Universidade Federal de Uberlandia, Brasil.
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Drogas e quimicos

Deca-durabolin (ND — Decanoato de nandrolona 50mg/mL) e Seloken
(MET - Tartarato de Metoprolol 5mg/mL) respectivamente foram adquiridas de
Organon do Brasil Ltda (S&o Paulo, SP, Brasil) e AstraZeneca (S&o Paulo, SP,

Brasil).
Grupos experimentais

Ratos machos albinos da raca Wistar (rattus norvegicus) padréo specific
patogen free (n=40), 60 dias de idade e peso médio de 300g, foram distribuidos
aleatoriamente em: controle veiculo-salina (grupo C, n=10), tratados com
decanoato de nandrolona e salina (grupo N, n=10), tratados com tartarato de
metoprolol e veiculo (grupo M) (n=10), e tratados com decanoato de nandrolona

e tartarato de metoprolol (grupo MN) (n=10).

Tratamentos

Foram realizadas aplica¢8es intramusculares de 10mg/kg™ de decanoato
de nandrolona duas vezes por semana, durante sete semanas. Estudos
anteriores demonstraram que o periodo de uma espermatogénese em ratos é de
aproximadamente 48 a 56 dias (Kolasa et al. 2004) e que as doses usadas neste
presente estudo sdo equivalentes as altas doses anteriormente utilizadas (Ferry
et al. 2000; Gayan-Ramirez et al. 2000; Joumaa e Leoty. 2001; Karbalay-Doust
et al. 2007). Também foi administrado intraperitonealmente, 1mg/kg/dia de
tartarato de metoprolol (Feuerstein et al. 1998; Gok et al. 2007). Para simular o
estresse induzido na aplicagdo das drogas, animais controles receberam

respectivamente, inje¢cdes intramusculares profundas ou intraperitoneais de
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veiculo oleoso ou salina em freqiéncias e volumes similares aos acima

propostos (Thompson et al. 2006).

Condicdes ambientais de confinamento e nutricdo dos animais

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas com temperatura
ambiente entre 22-25°C, em sala de controle de foto periodo 12/12h claro-
escuro. Todos os animais foram alimentados com racdo balanceada padrao
(Nuvilab, Sdo Paulo, SP, Brasil) e agua "ad libitum". A analise de ingestédo
alimentar seguiu os parametros de calculo descritos por Bernardes et al., (2004)
onde o consumo alimentar foi calculado através da diferenca entre a racao
ofertada e as sobras. Para o calculo da evolu¢do da massa corporal foi utilizada
a seguinte formula: Delta (A%) = [(Massa final - Massa inicial /Massa inicial) X

100].

Procedimento anestésico e eutanasia

Ao final de sete semanas de tratamento, os animais foram pesados em
balanca analitica, anestesiados por aplicacdo intraperitoneal de xilazina e
guetamina (9.9 mg/kg xylazine and 50 mg/kg ketamine) e sacrificados por

decapitacdo em guilhotina.
Qualidade espermética

O procedimento para obtencéo e analise do sémen como contagem, vigor
e motilidade dos espermatozoéides, determinados por exame em microscopico
optico, foi realizado de acordo com o descrito anteriormente por Seed et al.
(1996). Foram usadas amostras de espermatozoides obtidas da parte distal da

cauda do epididimo. Os espermatozoides foram colocados em microtubos
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contendo uma aliquota do tampdo Hank’s Balanced Salt Solution (0.137 M NacCl,
5.4 mM KCI, 0.25 mM NayHPO,4, 0.44 mM KH,PO,4 1.3 mM CacCl,, 1.0 mM
MgSOg4, 4.2 mM NaHCOg;, 5,5mM Glucose) e suavemente agitados a 37°C por

15 min (Karbalay-Doust et al. 2007).

Contagem, motilidade e vigor dos espermatozdéides

Para a contagem dos espermatozéides, as amostras, diluidas no tampao,
foram novamente diluidas em formoaldeido (1:10 v/v) (1:50), colocadas em uma
camara de Neubauer e as cabecas foram contadas manualmente utilizando um
microscopio 6ptico. Foram contadas as cabecas presentes em cinco quadrantes
em cada animal (Seed et al. 1996). A avaliacdo da motilidade foi feita
classificando os espermatozoides em imdveis e moveis em uma escala de O-
100% (Parente R., 1994). Aliguotas da suspensdo preparada de
espermatozoides foram colocadas entre lamina e laminula e observadas em
microscopio Optico (objetiva de 40x). A taxa da fracdo de espermatozoides
moveis foi definida como o nimero de espermatozdides mdéveis x 100/niimero
total de espermatozdides (Seed et al. 1996). A determinacdo da intensidade do
movimento dos espermatozéides (vigor) foi realizada em microscopio 6ptico em
aumento de 100 vezes, atribuindo valores na escala de 0 a 5, para 0 minimo e

maximo observado, respectivamente (Seed et al. 1996; Parente R., 1994).

Andalises morfométricas dos espermatozoides

Para a avaliacdo morfométrica, esfregacos de espermatozoides foram
fixadas em etanol e acido acético rotinariamente (Beletti e Mello, 1996). O

método de metacromasia foi utilizado como descrito anteriormente (Beletti et al.
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2005). Brevemente, as amostras foram hidrolisadas em 4M HCI, lavadas em
agua destilada e secas a temperatura ambiente. Uma aliquota de azul de
toluidina (25mg/L) diluida em tampdo Mc Ivaine (0,1M Acido Citrico e 0,2M
Na;HPO, pH 4,0) foi colocada nas amostras entre laminas e laminulas.
Cinguenta imagens digitais que foram usadas na segmentacdo de 100 cabecas
de espermatozodides foram utilizadas na analise estrutural da cabeca de
espermatozoides. Foi mensurado um total de 1.000 cabecas por grupo.
Posteriormente, foram avaliadas nas cabecas dos espermatozdéides as seguintes
caracteristicas morfométricas: area, diferenca percentual dos valores de pixels
da cabeca analisada em relacdo a 10 cabecas padrdes e coeficiente de variacao

dos valores de pixels de cada cabeca (Beletti et al. 2005).
Anélise testicular

ApOs eutanasia dos animais, os testiculos foram removidos e pesados. O
peso relativo e volume foram mensurados. Para analise morfométrica, o testiculo
direito de cada animal foi fixado em solugdo formalina tamponada (1:9 v/v)
(Tampao salina fosfato 0,1M, pH 7.4). Amostras depois de incluidas em parafina
foram desidratadas e diafanizadas rotineiramente. Seccdes de (5um) foram
cortadas em microtomo rotativo e coradas com hematoxilina e eosina e
picrosirius red. Posteriormente, 500 tubulos seminiferos foram fotografados
utilizando microscopio de luz (Olympus America Inc., Germany) em uma objetiva
de 10x conectado a um sistema de captura e andlise de imagens
computadorizado. As imagens foram analisadas utilizando o software HLImage
97 (Western Vision Software, Layton, Utah, USA). Tais procedimentos foram

realizados para avaliacdo do diametro dos tubulos seminiferos, altura dos
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epitélios, luz do tabulo, propor¢céo volumétrica e proporcdo de tecido conjuntivo
(matriz extracelular) presente nos testiculos. O diametro da luz tubular foi
encontrado pela diferenca entre a média do diametro do tubulo seminifero (um) e
a média da altura epitelial multiplicado por dois (um). A proporcao volumétrica foi
achada pela diferenca entre a area total da imagem (em pixels) subtraida pela
area ocupada pelos tubulos seminiferos. A quantificacéo de tecido conjuntivo foi
realizada pela analise do percentual de area de depdsito do corante picrosirius

red no tecido sobre a area total da imagem capturada.
Analises de testosterona sérica

Para analise de testosterona sérica total, amostras de sangue total foram
coletadas por puncéo cardiaca. Uma aliquota de soro foi congelada a -20°C para
analise. Testosterona foi mensurada por ensaio imunométrico de
qguimioluminescéncia (Advia Centaur, Bayer Corporation, Tarrytown, NY, USA).
Os limiares de detecgdo para testosterona foram de 10 ng/dL (Ortho-Clinical

Diagnostics Inc., Amersham, England) (Baume et al. 2006; Venancio et al. 2008).
Dosagem de proteina total, glutamina e glutamato

Para dosagem de proteinas totais, fracdes dos testiculos dos animais
foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido, maceradas em pistilo e
armazenadas em -80° C. Posteriormente, foram homogeneizadas em
homogeneizador elétrico utilizando solu¢cbes geladas e extraido exatamente 100
mg/mL, de tecido congelado a -80 °C em tampéao de extracdo (HEPES 40 mM
pH 7.7, EDTA 10 mM, EGTA 2mM, DTT 2 mM e Benzamidina 1 mM). Proteina

total presente no homogeneizado foi entdo dosada pelo método de Bradford,
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(1976). Para a analise de glutamina e glutamato, o homogeneizado foi
centrifugado a 14.000g por dois minutos e o sobrenadante foi cuidadosamente
removido e aliquotado. A dosagem do sobrenadante foi realizada em analisador

bioquimico (YSI 2700. Yelow Springs, Ohio, USA).

Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como médiatdesvio-padrdo da meédia
(DPM). Os dados foram comparados através da analise de variancia (ANOVA).
O teste de Tukey-Kramer foi utilizado para verificar as diferengcas entre os
grupos. As diferencas foram consideradas significativas quando o valor de P foi

menor que 0,05.
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