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RESUMO

Introducéo: O uso de suplementos ergogénicos farmacoldgicos e nutricionais cresce a cada dia no ambiente
esportivo. A creatina e os esteroides anabdlicos sdo 0s recursos ergogénicos mais procurados ultimamente. Objetivo:
Avaliar as alteraces histoldgicas e morfométricas do musculo séleo de ratos que receberam suplementos e foram
submetidos a treinamento fisico (TF) de natacao. Métodos: Foram utilizados 50 ratos, distribuidos em cinco grupos:
trés ndo submetidos a atividade fisica (controles) e dois que receberam treinamento de natacéo (treinados). Um
grupo controle recebeu apenas ragao (grupo controle ragdo), dois grupos (um controle e outro treinado) receberam
diariamente 3,3 mg de creatina por grama de dieta dissolvida em &gua aplicada oralmente via gavagem, e 0s outros
dois grupos (um controle e outro treinado) receberam injecdo intramuscular do esteroide anabolizante decanoato
de nandrolona (Deca-durabolin® - Organon) 5 mg/kg duas vezes por semana. Os grupos treinados foram subme-
tidos ao TF com duragéo de 60 min/sessao de segunda a sexta-feira por nove semanas, e foram sacrificados no final
deste perfodo. Apos o sacrificio, o musculo séleo foi retirado, fixado em formalina (10%) tamponada e incluido em
parafina. Os cortes histolégicos foram corados pela técnica de hematoxilina-eosina para avaliagédo de hiperplasia
e hipertrofia muscular. Para andlise dos dados aplicou-se a analise de variancia ANOVA One-Way com post hoc de
Tukey-Kramer com nivel de significancia de 5%. Resultados: Foi demonstrado que a creatina associada ao exercicio
provavelmente aumente o espaco intersticial no musculo esquelético sem alterar o tamanho ou niimero de fibras
musculares, enquanto que o anabolizante aumentou o nimero de fibras musculares por rea de musculo analisada,
embora nenhuma alteracdo tenha sido observada na érea da fibra. Conclusdo: O musculo de ratos submetidos ao
treinamento de natacdo responde diferentemente frente ao tipo de recurso ergogénico utilizado.

Palavras-chave: natacdo, anabolizantes, creatina, ratos Wistar.

ABSTRACT

Introduction: The use of pharmacologic and nutritional ergogenic supplements is growing every day in sports envi-
ronment. Creatine and anabolic steroids are the most popular ergogenic resources used lately. Objective: To evaluate the
histological and morphometric changes of the soleus muscle of rats receiving supplements and submitted to physical
training (swimming). Methods: 50 rats were allocated into five groups: three did not undergo physical activity (controls) and
two that received swimming training (trained). A control group received only rat chow (control chow group), two groups
(one control and one trained) received 3.3mg of creatine per gram of diet dissolved in water daily applied orally via gavage,
and the other two groups (control and other trained) received intramuscular injections of the anabolic steroid nandrolone
decanoate (Deca-durabolin® - Organon) 5mg/kg twice weekly. The trained groups were submitted to the physical training
60min/day lasting from Monday to Friday for 9 weeks and were sacrificed at the end of the period. After sacrifice, the soleus
muscle was removed, fixed in buffered formalin (10%) and embedded in paraffin. The histological sections were stained by
hematoxylin-eosin for evaluation of muscle hyperplasia and hypertrophy. For data analysis we applied the One-Way ANOVA
with post hoc Tukey-Kramer significance level of 5%. Results: It was shown that creatine during exercise probably increase
the interstitial space in skeletal muscle without changing the size or number of muscle fibers, whereas the anabolic agent
increased the number of muscle fibers per muscle area examined, though no changes have been observed in the area of the
fiber. Conclusion: The muscle of rats submitted to swimming training responds differently opposite type of ergogenic aid used.

Keywords: swimming, anabolic agents, creatine, Wistar rats.

RESUMEN

Introduccidn: El uso de suplementos ergogénicos farmacoldgicos y nutricionales crece, cada dia, en el ambiente
deportivo. La creatina y los esteroides anabdlicos son los recursos ergogénicos mds procurados en los Ultimos tiempos.
Objetivo: Evaluar las alteraciones histologicas y morfométricas del musculo séleo de ratones que recibieron suplementos y
fueron sometidos a entrenamiento fisico (EF) de natacion. Métodos: Se utilizaron 50 ratones, distribuidos en cinco grupos:
tres de estos no sometidos a la actividad fisica (controles) y dos que recibieron entrenamiento de natacion (entrenados).
Un grupo de control recibié solamente racién (grupo de controle por racién), dos grupos (uno de control y otro entrenado)
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recibieron diariamente 3,3 mg de creatina, por gramo de dieta, disuelta en agua aplicada oralmente via gavaje, y los otros
dos grupos (uno de control y otro entrenado) recibieron inyeccidn intramuscular del esteroide anabolizante decanoato
de nandrolona (Deca-durabolin® - Organon), 5 mg/kg dos veces por semana. Los grupos entrenados fueron sometidos
al EF, con duracioén de 60 min/sesion, de lunes a viernes durante nueve semanas, y fueron sacrificados al final de este
periodo. Despugés del sacrificio, el musculo séleo fue retirado, fijado en formalina (10%) tamponada e insertado en para-
fina. Los cortes histoldgicos fueron coloridos mediante la técnica de hematoxilina-eosina para evaluacion de hiperplasia
e hipertrofia muscular. Para el andlisis de los datos se aplicé el andlisis de variancia ANOVA One-Way con post hoc de
Tukey-Kramer, con nivel de significancia de 5%. Resultados: Se demostrd que la creatina, vinculada al ejercicio, aumenta
probablemente el espacio intersticial en el misculo esquelético, sin alterar el tamario ni el nimero de fibras musculares,
mientras que el anabolizante aumentd la cantidad de fibras musculares por drea de musculo que se analizé, aunque no
se observo cualquier alteracion en el drea de la fibra. Conclusidn: El misculo de ratones, sometidos al entrenamiento de

natacion, responde de manera diferente frente al tipo de recurso ergogénico utilizado.

Palabras clave: natacion, anabolizantes, creatina, ratones Wistar.

INTRODUCAO

O exercicio ou o treinamento fisico tem sido largamente utilizado
com finalidade terapéutica e preventiva de uma série de condicoes
fisiopatoldgicas, incluindo doencas cardiovasculares'. Entretanto, um
numero cada vez maior de atletas tem utilizado suplementos alimen-
tares como a creatina, associados ou ndo, aos esteroides anabolizantes,
para melhor desempenho fisico e estético?>.

O musculo esquelético possui a capacidade de alterar suas proprie-
dades estruturais e funcionais, como o perfil do fenétipo* e/ou o tama-
nho da érea da fibra muscular® de acordo com os estimulos que recebe
do meio externo. Essa capacidade adaptativa é denominada plasticidade
muscular®. Entretanto, a resposta ao treinamento fisico depende do nivel
inicial de forca, especificidade e velocidade de contracdo do musculo,
protocolo e fatores neurais. A natagdo impde uma carga ao aparelho
locomotor em funcédo da viscosidade do meio, que causa resisténcia ao
movimento, e também, das propriedades de flutuacdo do animal. Além
disso, a pressao hidrostatica e o calor especifico da dgua também forne-
cem fatores adicionais que podem influenciar as respostas ao exercicio’.

O musculo esquelético amplia a tensdo méaxima mediante hipertrofia,
através do aumento na area seccional de fibras musculares individuais, caracte-
rizando um aumento no peso total do musculo treinado®. Além disso, existem
demonstracdes de alteracdes no nimero de fibras (hiperplasia) em musculo
esquelético de ratos, contestando o conceito de que o nimero de fibras
musculares esqueléticas sao prédefinidas antes ou logo apds o nascimento®.

Com o objetivo de potencializar os efeitos obtidos em resposta ao
treinamento fisico, muitos atletas lancam mao da utilizacao de recursos
ergogénicos'®. Os esteroides anabolicos androgénicos (EAA) sdo com-
postos naturais ou sintéticos, semelhantes a testosterona, que afetam o
metabolismo celular através da ligagdo com seus receptores celulares'”,
modulando os efeitos anabdlicos e androgénicos. A indicagdo terapéu-
tica classica dos EAA esté associada a situagdes de hipogonadismo, mas
sao também utilizados em quadros de deficiéncia do metabolismo
proteico, por estimularem a sintese proteica'®. A utilizacdo dos EAA
durante o treinamento fisico produz aumento tanto da massa como
da forca muscular, além de reduzir o tempo de recuperagdo apds o
treinamento fisico, caracteristicas desejaveis de alto desempenho'.

Dos suplementos nutricionais que apresentam efeito ergogénico
comprovado cientificamente, a creatina tem sido bastante utilizada'®.
A creatina é um aminoécido, que além de aumentar a massa muscular
também aumenta a capacidade do individuo de resistir a intensidade
elevada de treinamento aerdbico ou anaerdbico, melhora a capacidade
de recuperacao pos-esforco e evita a fadiga muscula'. Além disso, as
baixas concentracdes desse composto encontram-se entre um dos
limitantes do desempenho em atividades de curta e alta intensidade'®.
Alguns trabalhos apontam melhoras na propulsao bruta e na eficiéncia
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da propulsdo sem alteracdo na composicao e peso corporal de nada-
dores suplementados com creatina'’, por outro lado, alguns nao acre-
ditam no potencial ergogénico da creatina pois ndo observaram em
seus trabalhos melhoras na performance e/ou composicao corporal®°.

De modo geral, o musculo esquelético tem a capacidade de se
adaptar aos diferentes tipos de treinamento e estes, muitas vezes, es-
tdo associados as estratégias advindas de recursos ergogénicos, que
somados podem ser o diferencial para a conquista do lugar mais alto
do pddio. Por outro lado, ndo se pode desconsiderar os efeitos adversos
gue estes recursos promovem no sistema muscular.

Assim, o presente trabalho analisou as alteragdes histoldgicas e
morfométricas das fibras do musculo séleo de ratos submetidos a um
programa de natacgao, associado ou ndo a administracdo do esteroide
anabdlico e creatina.

METODOS

No presente trabalho, foram utilizados 50 ratos, machos, adultos com
90 dias de idade da linhagem Wistar (Rattus novergicus, var. albina, Roden-
tia, Mammalia). Os animais foram mantidos no biotério da UEMG, Campus
[tuiutaba, em gaiolas plasticas de polipropileno (41x34x16 cm) coletivas
(cinco ratos por gaiola) com o controle de ciclos de luminosidade (12 ho-
ras claro/12 horas escuro) e temperatura controlada de 22+2°C. Durante
todo o periodo do experimento, 0s animais receberam racao comercial
para roedores (Purina® Labina) e dgua ad libitum. Este estudo foi subme-
tido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa utilizando animais
da Universidade Federal de Sao Jodo Del Rei (CEPEA-UFSJ), ne 45/2010.

Os animais foram submetidos a tratamento durante 63 dias. Os
animais foram randomicamente distribuidos em cinco grupos: trés
nao submetidos a atividade fisica (controles) e dois que receberam
treinamento de natacdo (treinados). Um grupo controle recebeu
apenas ragdo (grupo controle ragdo - CR), dois grupos (um con-
trole - CC e outro treinado - TC) receberam diariamente 3,3 mg de
creatina por grama de ragdo, dissolvida em &gua e administrada por
gavagem, e os outros dois grupos (um controle — CA, e outro treinado - TA)
receberam injecao intramuscular de esteroide anabdlico decanoato de
nandrolona (Deca-durabolin® - Organon) 5mg/kg duas vezes por semana.

Os animais treinados foram submetidos a um protocolo de exercicios
de natagdo durante nove semanas, cinco dias por semana e 60 minutos/
em um tanque de vidro (60 x 51 x 50 cm), e profundidade de 40 cm,
contendo 4gua a 30°C'® em quantidade suficiente para evitar que os
animais apoiassem a extremidade distal da cauda no fundo do tanque.
Os grupos controles foram submetidos aos mesmos procedimentos que
0s grupos treinados, com excecdo da realizagdo do protocolo de exerci-
cios de natacao. O peso corporal dos animais foi determinado no inicio,
semanalmente e, ao final da realizacdo do experimento.
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Ao final do periodo experimental de treinamento de nove sema-
nas, os animais foram mantidos em repouso e em jejum por 24 horas
em relacdo a Ultima sessao de treinamento. Entdo, os animais foram
pesados e a eutanasia foi realizada em camera de gés carbénico. Na
dissecacao, os tecidos conjuntivos das regides da perna e coxa foram
afastados e posteriormente foram retirados os musculos séleos, dos
quais se separou um fragmento central de 2,0x0,8cm, tomando-se o
cuidado de manter as fibras musculares dispostas longitudinalmente
no eixo maior do fragmento.

Para as analises histoldgicas, os fragmentos teciduais foram fixados
em formalina (10%) tamponada e incluidos em parafina. Foram obtidos
cortes histoldgicos de cinco um de espessura e as sec¢des coradas em
hematoxilina e eosina (HE).

As laminas confeccionadas foram fotografadas para a contagem e
medida da area das fibras musculares e dos espacos intersticiais dos
diferentes grupos experimentais. De cada animal, foram capturados
dez campos, sendo 100 para cada grupo experimental. A morfometria
foi realizada através do programa HLImage++97 - Histogram Tool AP
Western Vision Software, L.C, 1997 - verséo 2,0,0,0.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa estatistico
Graphpad Instat (Versao 3.05 Graphpad Software Inc.). Os valores obtidos
foram expressos como média aritmética e erro padrao. Para o estudo
da comparagéo para os grupos de ratos (sedentdrios e ativos) e os
tratamentos (ragao, creatina e esterdide anabdlico) aplicou-se One-Way
analise de variancia ANOVA, obtendo-se o efeito do grupo de ratos, dos
tratamentos e da integragao entre grupos e tratamento. Os resultados
seguiram uma distribuicdo normal. Para as varidveis que apresentaram
variagdes significativas, aplicou-se o teste de comparacdes multiplas
Tukey-Kramer, ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

No presente trabalho, em relacdo ao peso corporal, nenhuma
alteracdo foi observada nos animais no inicio e no final do periodo
experimental. A tabela 1 apresenta as médias de numero e drea das
fibras musculares, e drea ocupada pelo espaco intersticial dos ratos
controle e suplementados submetidos a treinamento de natacdo. O
grupo treinado anabolizante (TA) apresentou aumento significativo
(p<0,05) no nuimero de fibras musculares quando comparado com os
demais grupos analisados. A maior drea ocupada pela fibra muscular
foi observada no grupo controle ragéo (CR) que se mostrou estatistica-
mente superior ao grupo controle creatina (CC). Considerando o espaco
intersticial e a relagdo entre este e o numero de fibras musculares, o
grupo treinado creatina (TC) mostrou-se estatisticamente superior em
relacdo a todos os grupos. Portanto, esta Ultima avaliagdo demonstra
a alteracdo na composicdo do musculo frente ao treinamento com o
uso de diferentes recursos ergogénicos I(figura 1).

DISCUSSAO

Neste trabalho s&o descritos os aspectos histolégicos e morfométri-
cos do musculo séleo de ratos submetidos a natagdo (sem sobrecarga
adicional) e a diferentes tratamentos (creatina e esteroide anabolico
decanoato de nandrolona). A escolha pela modalidade da natagéo foi
feita por este ser um exercicio de endurance, que mobiliza a maioria das

Figura 1. Cortes transversais de musculo séleo de diferentes grupos experimentais.
As micrografias representativas de 10 animais por grupo experimental. Grupos controle:
(a) ragéo (CR), (b) creatina (CQ), (c) decanoato de nandrolona (CA). Grupos treinados:
(d) creatina (TC), (e) decanoato de nandrolona (TA). 400x.

articulagdes do corpo'® e promove a frequente utilizacdo de musculos
da perna tais como o séleo e o gastrocnémio, uma vez que 0s animais
devem realizar a flexao plantar para se manterem na superficie da agua.

A suplementacdo da creatina, além dos efeitos adversos na
prevencdo e/ou reducdo do dano muscular, seja por aumentar a
estabilizacdo das membranas, homeostase energética da mitocon-
dria e/ou por reduzir as lesdes oxidativas do musculo'®, também
aumenta a ativacdo de células satélites musculares, contribuindo
para a regeneracdo do musculo®. Em ratos Wistar, a suplementa-
¢do com creatina, via oral, associada ao treinamento de natacéo
por 33 dias, aumentou a massa muscular total do musculo gas-
trocnémio, do extensor longo dos dedos e do séleo de acordo
com Moura e cols.?'. Entretanto, no presente trabalho, os animais su-
plementados com creatina, submetidos ou ndo, ao treinamento fisico
de natagdo, reduziram significativamente a drea ocupada pelas fibras
musculares do musculo séleo, enquanto que nenhuma diferenca foi
observada quanto ao numero de fibras e peso dos animais. Em con-
trapartida, o espaco intersticial foi substancialmente maior no grupo
TC em relagdo a todos os outros tratamentos. Este resultado pode ser
parcialmente explicado por alguns trabalhos que descrevem que a
suplementacao com creatina associada ao exercicio leve pode levar a
retencdo hidrica no musculo, devido ao efeito osmoético decorrente da
elevacdo da creatina intramuscular?®. Além disso, a relacdo entre o espa-
cointersticial e o nimero de fibras musculares foi superior no musculo
dos ratos do grupo TC, o que demonstra que as alteragdes induzidas
pela creatina na composicdo do musculo podem ter sido causadas
pelo treinamento associado e ndo apenas pela administracéo isolada
da creatina. Outrossim, acredita-se que o edema celular proveniente
da retencdo de dgua no musculo diminua a protedlise do musculo por
reduzir a liberacdo dos aminoécidos de cadeia ramificada®’.

Tabela 1. Médias e erros padroes das andlises histoldgicas e morfométricas do tecido muscular de ratos submetidos a diversos tratamentos.

Variadveis/Grupos CR CcC CA TC TA
Ne de fibras (NF) 28145+ 1582 ¢ 286,55 + 15,26 %° 291,95 + 17,66%° 273,16 £ 18,22° 351,20 + 20,02°
Area da fibra (um?) 0,26 + 0,012 0,20 + 0,02° 0,22 +0,01% 0,19+0,01° 023 0,16
Espaco Intersticial (El) (U.A) 268,12 £ 1297 3350+ 17,77° 296,2 + 25,58 4468 + 21,06 © 2164 + 29,09
El/ NF 0,99 +0,09° 1,19 +£0,08° 1,03 + 0,09 1,80 +0,11° 0,66 + 0,12

CR - controle ragao; CC - controle creatina; CA - controle anabolizante; TC - treinado creatina; TA - treinado anabolizante; Espaco Intersticial (El) (U.A. - unidades arbitrarias); EI/NF - Espaco Intersticial em relagdo ao nimero de fibras
musculares. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa p<0,05. Valores foram expressos em média + erro padréo.

76

Rev Bras Med Esporte - Vol. 20, N2 1 - Jan/Fev, 2014



Os animais do grupo TA ndo apresentaram aumento significativo
quanto a drea do musculo ocupada pela fibra muscular, mas este mesmo
0 grupo aumentou significativamente o nimero de fibras musculares
em relagdo ao grupo CR e ao grupo TC. Além disso, a composicao
muscular dada pela razdo entre o espaco intersticial e o nimero de
fibras musculares observada no grupo TA, juntamente com o aumento
do nuimero de fibras neste mesmo grupo, sugere que tenha ocorrido
proliferacdo de células satélites exercicio dependentes? e/ou divisdo
celular (splitting) onde uma fibra se divide longitudinalmente em toda
a sua extensdo, resultando no aparecimento de duas novas fibras®. O
aumento de forca muscular em consequéncia da hipertrofia das fibras
pelo uso de esteroides ocorre quando sua administracdo € associada a
um treinamento fisico intenso e uma dieta hipercalérica e hiperproteica®.
Contudo, isso nao foi observado neste trabalho, possivelmente pelo fato
da dieta empregada possuir uma composicao quimica balanceada e o
exercicio utilizado néo ter sido incremental. Por outro lado, a administra-
¢do de esteroide anabdlico em ratos submetidos a exercicio de nata¢éo
de alta intensidade (cinco semanas - seis dias por semana) néo alterou
o didmetro das fibras musculares, mas o exercicio combinado com a
administragdo de esteroide aumentou significativamente o diametro das
fibras de contracao lenta®. Assim, acredita-se que a intensidade elevada
da atividade bem como incrementos proporcionais ao peso utilizando
cargas de chumbo presas com elastico ao pesco¢o”® seja um dos fatores
responsaveis pela discrepancia no resultado encontrado ja que neste
trabalho néo houve incremento de carga ao longo do treinamento.

Além disso, existem relatos de que a resposta do musculo frente ao
tratamento é dose dependente. A administracdo do anabdlico deca-
noato de nandrolona nas doses de 1,5mg/kg e 7,5 mg/kg (durante 35
dias consecutivos) aumentou o diametro das fibras do tipo | e tipo llb
respectivamente. No presente trabalho utilizou a dose de cinco mg/kg
que é bem préxima a utilizada por outros autores? e que apresentou
aumento no diametro das fibras do tipo Ilb. Portanto, acredita-se que
a acdo do anabolizante seja seletiva, 0 que induz maior alteracdo no
didgmetro de determinados tipos de fibras musculares's. Outros estudos
relatam que as a¢des anabdlicas e androgénicas dos EAA variam entre
as espécies e também entre os diferentes grupos musculares da mesma
espécie em funcdo do nimero de receptores androgénicos presentes
nos tecidos alvos®. No entanto, neste trabalho o musculo estudado
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foi 0 séleo, que apresenta predominio de fibras do tipo I e que s&o as
menos responsivas a esse tipo de tratamento, por isso, acredita-se que
a hipertrofia induzida pelo anabdlico nao foi suficiente para produzir al-
teragcdes na média dos diametros das fibras musculares desse musculo.

CONCLUSAO

O exercicio fisico de natagdo associado ao uso de recursos ergo-
génicos (creatina e esteroide anabdlico) altera a composicdo do mus-
culo séleo de ratos Wistar. Durante as nove semanas de treinamento
observou-se que a creatina associada ao exercicio provavelmente au-
mente 0 espaco intersticial no musculo esquelético sem nenhuma
alteragdo no tamanho ou nimero de fibras musculares. Entretanto, o
esteroide anabdlico decanoato de nandrolona alterou o nimero de
fibras musculares por drea de musculo analisada, embora nenhuma
alteragdo tenha sido observada no que se refere ao aumento da area
da fibra. Nos animais que se alimentaram com racdo acredita-se que,
por sofrerem menos manipulagdes, obtiveram um indice de estresse
menor, o que pode ter contribuido para o resultado atingido.

Assim, concluiu-se que o musculo de ratos submetidos ao treina-
mento de natacdo responde diferentemente frente ao tipo de recurso
ergogénico utilizado. Ressalta-se ainda, que os achados discrepantes na
literatura podem, parcialmente, ser atribuidos as grandes diferencas me-
todoldgicas utilizadas nos estudos. Portanto, mais trabalhos devem ser
realizados no intuito de elucidar os possiveis efeitos da suplementacdo
de creatina e do decanoato de nandrolona associados a protocolos de
atividade fisica sem incremento de carga sobre 0s tecidos musculares.
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