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RESUMO

O uso de esterdides anabolicos-androgénicos associado a pratica de exercicio fisico
esta vinculado a diversos efeitos colaterais agudos e cronicos, entretanto suas
repercussdes no trato gastrintestinal ainda ndo estdo bem elucidadas. Objetiva-se
caracterizar os efeitos do tratamento de decanoato de nandrolona associado ao
exercicio fisico moderado sobre diferentes parametros gastrintestinais em ratos. Para
tal, ratos machos Wistar foram divididos em: Controle Sedentario (CS), Controle
Exercicio (CE), Anabolizante Sedentario (AS) e Anabolizante Exercicio (AE). Animais
receberam decanoato de nandrolona (05 mg/kg) ou veiculo (0,2 mL de 6leo de
amendoim) por via intramuscular 2 vezes por semana durante 8 semanas. Para o
treinamento fisico adotou-se o protocolo de corrida em esteira motorizada.
Inicialmente, todos os animais passaram por periodo de adaptacdo progressiva
seguido do Teste de Capacidade Maxima para determinar o limiar de intensidade do
treinamento. ApOs a adaptacao, os animais exercitados foram submetidos a sessdes
de corrida em 60% da velocidade maxima, 5 dias/semana durante 8 semanas.
Animais sedentéarios foram expostos a esteira (5 minutos a 5 m/min) uma vez por
semana. Nos dias 0, 3, 7, 14, 28, 42 e 56 do protocolo experimental foram avaliados
0 esvaziamento gastrico de liquido (EGL) e sélido (EGS) pelo do teste respiratorio
com *3C e a composicao corporal pelo método de bioimpedancia. Ao final dos 56 dias
de acompanhamento foram avaliados a pressao e o volume intragastricos, o transito
intestinal e a contratilidade in vitro de tiras isoladas de antro, fundo e duodeno, assim
como a morfometria de tais regibes. A normalidade dos dados foi analisada por
Shapiro-Wilk e os testes ANOVA (teste posthoc de Tukey) ou Kruskal-Wallis (teste
posthoc de Dunn) foram empregados, sendo as diferencas significativas para p<0,05.
Como resultados principais, o grupo CE mostrou aumento do lactato sérico, reduziu a
massa gorda e aumentou a massa magra e o teor de agua corporal; acelerou
transitoriamente o EGL; aumentou amplitude e diminuiu frequéncia das contracdes
gastricas;diminuiu a espessura das tunicas musculares duodenais O grupo AS
mostrou efeito transiente de diminuicdo de massa gorda, aumento de massa livre de
gordura e no teor de agua corporal total, que foram invertidos ao longo do tempo;
esvaziamento gastrico aguda e cronicamente acelerados; aumento da amplitude e
diminuicdo da frequéncia das contracdes gastricas; transito intestinal mais rapido; e

maior responsividade a carbacol e maior resposta via nitroprussiato de sédio; aumento



da profundidade de criptas e espessura das tunicas musculares; No grupo AE, o EGL
e EGS foram acelerados; houve maior distensibilidade gastrica; aumentou a amplitude
e diminuiu a frequéncia das contracfdes do estdbmago; reduziu a camada mucosa, com
aumento da muscular da mucusa e da aumentou a submucosa. Assim, observou-se
um efeito dual do decanoato de nandrolona na composicao corporal dos animais, que
€ dependente do tempo de tratamento. Nos padrdes gastrintestinais, a nandrolona
age acelerando o esvaziamento do estdmago, provavelmente através de maior
excitabilidade gastrica mediada por receptores muscarinicos e maior relaxamento

induzido por vias do 6xido nitrico no duodeno.

Palavras-chave: anabolizante; treino aerdbico; esvaziamento gastrico; motilidade

gastrintestinal.



ABSTRACT

Anabolic-androgenic steroids use associated with physical exercise has several acute
and chronic side effects, however its repercussion on the gastrointestinal tract remains
unknown. Thus, we aimed to establish the effects of nandrolone decanoate treatment
and moderate physical exercise on different gastrointestinal parameters in rats. Male
Wistar rats were used, divided into 4 groups: Sedentary Control (CS), Exercise Control
(CE), Sedentary Anabolic (AS) and Anabolic Exercise (AE). Animals received
nandrolone decanoate (5 mg/kg) or vehicle (0.2 mL of peanut oil) intramuscularly twice
a week for 8 weeks. For physical training, the motorized treadmill running protocol was
adopted. Initially, all animals went through an adaptation period and the Maximum
Capacity Test was performed to determine the training intensity threshold. After
adaptation, the exercised animals were subjected to running sessions at 60% of
maximum speed, 5 days/week for 8 weeks. Sedentary animals were exposed to the
treadmill (5 minutes at 5 m/min) once a week. On days 0, 3, 7, 14, 28, 42 and 56 of the
experimental protocol, we evaluated gastric emptying of a liquid (EGL) and a solid
(EGS) meal using the 13C breathing test and body composition using the
bioimpedance method. At the end of 56 days of protocol, intragastric pressure and
volume, intestinal transit and both morphometry and in vitro contractility from the
antrum, fundus and duodenum were measured. Data normality was analyzed by
Shapiro-Wilk and the ANOVA (Tukey's posthoc test) or Kruskal-Wallis (Dunn's posthoc
test) tests were applied, differences being significant at p<0.05. As result, serum
lactate was increased in both exercise groups. As main results, the CE group showed
increase in serum lactate, reduced fat mass and increased fat-free mass and body
water content; transiently accelerated the EGL; increased amplitude and decreased
frequency of gastric contractions; The AS group showed transient effect in body
composition by decreasing fat mass, increasing fat-free mass and total body water
content, which were reversed over time; acutely and chronically accelerated gastric
emptying; increased amplitude and decreased frequency of gastric contractions;
fastened intestinal transit; and enhanced carbachol and sodium nitroprusside
responsiveness; In AE animals the GE of liquid and solid was faster, gastric fundus
distensibility was improved and gastric contractions showed higher amplitude and
lower frequency. Thus, nandrolone decanoate had a dual effect on the body

composition, which seems dependent on the treatment time. In gastrointestinal



parameters, nandrolone decanoate acts by intensely accelerating gastric emptying,
likely through greater excitability mediated by muscarinic receptors in the gastric

fundus and enhanced duodenal relaxation induced by nitric oxide pathway.

Keywords: anabolic; aerobic training; gastric emptying; gastrointestinal motility.
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1. INTRODUCAO

O sedentarismo € definido como qualquer comportamento acordado
abrangendo a postura sentada, reclinada ou deitada com baixo gasto de energia,
sendo associado ao aumento na mortalidade por todas as causas (Ekelund et al.,
2019). Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude (WHO, 2022) 27,5% dos adultos e
81% dos adolescentes praticam atividade fisica considerada insuficiente, o que
implicaria em gastos da ordem de US$ 54 bilhdes em assisténcia médica direta e
outros US$ 14 bilhbes em perda de produtividade (WHO, 2022). No Brasil, esse
quadro é ainda mais alarmante tendo em vista que 40,3% da populacdo acima de 18
anos é considerada insuficientemente ativa (IBGE, 2020).

Em contraposto, a atividade fisica caracteriza-se como qualguer movimento
corporal produzido pelos musculos esqueléticos que requeira gasto de energia,
podendo ser executado em diversas intensidades (WHO, 2022). Quando praticada
regularmente, ela é reconhecida como ferramenta importante na prevencao e manejo
de diversas doencas, como as cardiovasculares, metabdlicas, cancer de mama e
célon (Lee et al., 2012; McTiernan et al., 2019), além de atuar positivamente em
aspectos psicossociais como cognicdo, ansiedade, depresséo e autoestima (Hillman
et al., 2008; Paillard et al., 2015; Kredlow et al., 2015). A pratica do exercicio fisico
estaria também relacionada com a redugéo na prevaléncia de algumas doencas do
trato gastrintestinal (TGI), como o cancer de coldén, diverticulite, colelitiase e
constipacdo (Everhart et al., 1989; Aldoori et al., 1995; Colditz, Cannuscio e Frazier,
1997; Leitzmann et al., 1999). As novas diretrizes da OMS recomendam pelo menos
150 a 300 minutos de atividade aerdbica moderada a vigorosa por semana para todos
os adultos, incluindo quem vive com doencas cronicas ou incapacidade (WHO, 2022).

Porém, o exercicio fisico ndo € uma atividade in6cua. Estudos apontam que o0s
efeitos positivos sdo dependentes da intensidade, frequéncia, duracdo e tipo de
pratica fisica (Paillard et al., 2015; Gholamnezhad et al., 2014; Kredlow et al., 2015).
Com base no metabolismo, ha dois tipos de atividade fisica — aerdbica e anaerébica.
O exercicio aerdbico € aquele onde ha gasto de energia na forma de ATP proveniente
da fosforilacdo oxidativa de glicogénio e &cidos graxos livres, sendo 0 processo
dependente da disponibilidade de oxigénio. JA o exercicio anaerdbio usa ATP da
glicolise, sem necessidade do oxigénio na sua producéo (Nobrega, 2005; Leandro et

al., 2007). No que tange a intensidade, é possivel classifica-lo como leve (<55% de
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consumo maximo de Oz), moderado (entre 55-80% de consumo maximo de O2) ou
intenso (>80% de consumo maximo de O2) (Hutchison et al., 2011; Miri, Jashni e
Alipour, 2014), com efeitos fisiologicos diferenciados (Flora et al., 2016). A intensidade
do exercicio fisico refere-se a taxa em que a atividade esta sendo realizada ou a
magnitude do esforgo necessario. Sendo assim, h& notavel variacdo interpessoal
guanto a intensidade de diferentes formas de exercicio, vinculada a experiéncia prévia
e ao nivel relativo de aptiddo do individuo (WHO, 2022).

Quando o exercicio fisico é realizado de forma sistematica e a intensidade do
esforco € controlada, denomina-se treinamento fisico. Usualmente, o exercicio
aerobio é caracterizado por atividades de baixa intensidade, longa duracdo e com
elevacdo sustentada da frequéncia cardiaca. Enquanto o exercicio anaerdbio é
determinado por recrutamento muscular intenso durante um curto periodo de tempo e
com acumulo de &cido latico no sangue (Botezelli et al., 2010; Morris et al., 2011;
Pinho et al., 2012). Dentre tantas variaveis, a repecussao dos diferentes programas
de exercicio fisico sobre as fungbes gastrintestinais e metabolicas sdo diversas,
dependendo da frequéncia e da carga de trabalho adotada.

No que tange ao trato gastrintestinal, o exercicio intenso e prolongado ocasiona
reducdo marcante do fluxo sanguineo esplancnico, aumento da permeabilidade
intestinal, inibicdo do esvaziamento gastrico e transito intestinal (Gisolfi, 2000; Lira et
al., 2008). De maneira geral, esse tipo de exercicio estd relacionado com o
aparecimento de sintomas como nausea, azia, diarreia e sangramento gastrintestinal,
acometendo de 20% a 50% dos praticantes (Peters et al, 2001, Simrén, 2002; Oliveira
e Burini, 2009). Em oposicéo, o exercicio fisico de intensidade baixa ou moderada
parece ter efeito protetor sobre o TGl melhorando seu funcionamento (Peters et al.,
2001; Silva et al., 2014). Todavia, tais estudos sdo, muitas vezes inconclusivos ou até
contraditorios, tendo em vista a complexidade em se determinar o limiar de
intensidade do exercicio e suas respostas metabdlicas em modelos pré-clinicos.
Assim, tém-se buscado desenvolver modelos biolégicos experimentais com o intuito
de melhor compreender os aspectos metabdlicos decorrentes da pratica fisica e
identificar a carga de exercicio apropriada para cada situacao (Nieman, 2000; Leandro
et al., 2007; Gholamnezhad et al., 2015).

Além disso, outro fenémeno relevante associado a pratica fisica € o uso
concomitante de moléculas de potencial anabdlico. Dentre os quais se destacam os

Esterdides Anabdlicos Androgénicos (EAA), farmacos desenvolvidos sinteticamente
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com estrutura molecular analoga a testosterona (Kicman, 2008), no intuito de
maximizar as caracteristicas anabdlicas de estimulo da sintese proteica e aumento da
forca muscular além de minimizar os efeitos colaterais androgénicos, como a
manuten¢ao dos caracteres sexuais (Shahidi, 2001; Evans, 2004; Kicman, 2008). O
principal mecanismo de acao dos EAA é a interacdo direta com o receptor androgénico
citoplasmatico, estimulando a sinalizacdo para a sintese proteica e inibindo a
protedlise, o que resulta na hipertrofia das fibras musculares tipo lla, além de estimular
a diferenciacao das células progenitoras (Hartgens e Kuipers, 2004; Pope et al., 2013).
Outras vias de acdo dos EAA — especialmente o decanoato de nandrolona — envolvem
a modulacédo de receptores de dopamina e serotonina (5-HT2a e 5-HT1g), interacao
indireta com fatores troficos como o horménio do crescimento (GH) e o fator de
crescimento de insulina 1 (IGF-1), bem como do antagonismo nos receptores de
glicocorticoides, desta forma inibindo a atividade catabdlica (Bhasin et al., 2003;
Hartgens e Kuipers, 2004).

Dentre as indicagfes terapéuticas dessa classe de farmacos estéo o tratamento
de disfuncdo sexual masculina e atraso de desenvolvolvimento na puberdade,
hipogonadismo em adultos, queimaduras severas, anemia aplastica, catabolismo
cronico na Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), osteoporose, insuficiéncia
renal crbnica e algumas neoplasias (Busardo et al., 2015).

Entretanto, os EAA passaram a ser utilizados de forma abusiva para o aumento
de forca e massa muscular, melhora da performance atlética e aperfeicoamento
estético, estando o uso indiscriminado dessas substancias relacionado a diversos
efeitos colaterais (Rocha et al., 2014). De modo geral, os efeitos adversos agudos e
cronicos englobam alteracdes nos caracteres sexuais secundarios e funcdes
hormonais, complicacdes relacionadas a adulteragcdo e administracdo indevida do
farmaco como doencas infecciosas, além de amplo espectro de efeitos em tecidos
somaticos como cérebro, rins, coragcdo e vasculatura, e até mesmo alteracdes
comportamentais, como agressividade e desenvolvimento de dependéncia (Vieira et
al., 2008; Venancio et al., 2010). O uso indevido de EAA pode ainda acarretar em
alteracdes indiretas no trato gastrintestinal como distlrbios na secrecdo de sais
biliares, nduseas, vémitos, diarreia e sangramento gastrintestinal (Modlinski e Fields,
2006; Buttner e Thieme, 2010).

Embora o abuso de EAA seja considerado fendmeno de escala global, ainda sé&o

limitados os dados epidemiolégicos sobre o assunto. Além da escassez de estudos,
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os dados disponiveis apresentam vicios observacionais advindos da dificuldade de
reconhecer o abuso por parte dos usuarios, mas também pelo uso concomitante de
diversas classes de EAA (Basaria, 2010; Birgner, 2008; Ribeiro, 2011). Em um estudo
multicéntrico, Sagoe e colaboradores (2014) relataram que mundialmente pelo menos
3,3% da populacéo ja fez uso de EAA alguma vez na vida, sendo a maioria dos
usuarios atletas homens (profissionais e amadores). No Brasil, a prevaléncia do abuso
de EAA variaria entre 2,1% e 31,6% de acordo com a regido estudada e as
caracteristicas da amostra (Abrahin et al., 2014), mesmo com 0 uso e comercializa¢ao
de tais farmacos sendo altamente regulado. De acordo com recente resolugédo n°
2.333/2023 do Conselho Federal de Medicina, fica vedada a utilizacdo de qualquer
formulacdo de testosterona sem a devida comprovacdo diagnéstica de sua
deficiéncia, com finalidade estética ou melhora do desempenho esportivo, seja
para atletas amadores ou profissionais (CFM, 2023).

Nota-se ainda que a auto-administracdo intramuscular é predominate dentre os
usuarios e ao menos 13% deles admitem praticas ndo-seguras de aplicacao,
aumentando o risco de propagacao de infeccbes sexualmente transmissiveis (Givens
e Deuster, 2015). Dado seu impacto na saude publica, o abuso de esterdides
anabdlicos vem sendo considerado epidemia silenciosa e progressiva (Rocha et al.,
2014). O mais alarmante € o crescente indice de abuso destes farmacos entre
adolescentes, jovens e adultos desejosos de hipertrofia muscular e melhora da
aparéncia fisica, despreocupados sobre os respectivos efeitos negativos (Van
Amsterdam, Opperhuizen e Hartgens, 2010). Ademais, os efeitos colaterais podem
ser ainda mais intensos entre jovens devido a maior sensibilidade corporal e ao alto
indice de utilizacao incorreta do medicamento (Nieschlag e Vorona, 2015). Como tais
substancias biologicamente ativas apresentam acdo do tipo dose-dependente, é
comum o0s usuarios utilizarem doses de 10 a 100 vezes maiores do que as
recomendadas para fins terapéuticos, trazendo risco real a satude (Bonetti et al., 2008;
Busardo et al., 2015).

Nesse cenario, o decanoato de nandrolona (DN) € o EAA mais utilizado e,
consequentemente, um dos mais estudados. Apesar de sua ampla aplicagéo clinica,
o0 abuso de DN é notavel pelas suas propriedades na reconstrucdo de tecidos, no
estimulo da sintese proteica e no aumento da forca muscular e da libido (Busardo et
al., 2015). Farmacologicamente, o DN pertence a classe Il dos esterodides sintéticos,

sendo derivado da 19-nortestosterona (Hartgens e Kuipers, 2004, Lindqgvist e Fahlke,
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2005) e diferindo de testosterona pela posicdo C19, sendo um grupo metila (CH3)
substituido por um atomo de hidrogénio. Essa substituicdo contribui para a
esterificacdo do grupo hidroxila (OH) na posicdo C17, produzindo a nandrolona
(Figura 01). Sendo assim, o farmaco apresenta grande efeito anabdlico e meia-vida
longa (Shahidi, 2001; Busardo et al., 2015) em comparacao ao seu hormdnio anélogo,
estando ainda relacionado a diversos disturbios cardiacos, vasculares, renais,
hepaticos, metabdlicos e imunolégicos (Hassan e Kamal, 2013; Pozzi et al., 2013;
Riezzo et al., 2014; Busardo et al., 2015; Nieschlag e Vorona, 2015).

Figura 01. Estrutura quimica do decanoato de nandrolona.

C28H4403

Fonte: adaptado de PubChem.

Embora tanto o treinamento fisico quanto a nandrolona aumentem o numero de
receptores androgénicos no musculo, potencializado a hipertofia muscular (Bordbar et
al., 2014; Brasil et al., 2015), a associacdo com esteréides anabdlicos androgénicos
pode acarretar perda dos efeitos benéficos proporcionados pela atividade fisica (Flora
et al., 2016), como por exemplo a melhora da vascularizagdo e do aumento das
enzimas antioxidantes relacionadas a pratica fisica sdo suprimidas pelo uso crénico
de nandrolona (Chaves et al., 2006).

A relacéo se torna ainda complexa ao se levar em conta o impacto dos EAA e do
exercicio fisico no metabolismo corporal. Tendo como fun¢éo primordial abastecer o
corpo com substancias essenciais como agua, eletrdlitos, vitaminas e nutrientes
necessarios aos processos metabdlicos, o trato gastrintestinal apresenta padrées
unicos de motilidade que sofrem influéncia de sinais neurais, quimicos e humorais
(Schneeman, 2002; Soenen et al., 2015). Ao mesmo tempo, o funcionamento do TGl
parece ser influenciado tanto pela pratica fisica quanto pelo abuso de substancias

anabdlicas-androgénicas.



26

Anatomicamente, o TGl é composto pela cavidade oral, faringe, eséfago,
estdbmago, intestino delgado, intestino grosso e glandulas anexas (figado, pancreas e
glandulas salivares), sendo cada 6rgdo adaptado as suas funcdes especificas (Reed
e Wickham, 2009). Ja histologicamente, esses 6rgaos ocos sdo formados por quatro
camadas principais: mucosa, submucosa, muscular e serosa. A camada mucosa esta
em contato direto com o limen e conta com um revestimento de células epiteliais
diferenciadas que agem como um mediador central entre a mucosa e o ambiente
externo, facilitando os processos absortivos, ao mesmo tempo impedindo a invasao
de patdgenos (Schneeman, 2002; Turner, 2009; Soenen et al., 2015). A partir das
células epiteliais encontra-se a lamina propria composta de tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e linfaticos, servindo como suporte para a barreira epitelial. Em seguida
tém-se uma fina camada de musculatura lisa, denominada muscular da mucosa.
Sequencialmente tém-se a submucosa, composta por glandulas, vasos sanguineos e
células produtoras de IgA. Na juncéo entre a submucosa e a muscular, encontra-se o
plexo submucoso que constitui a primeira rede de neurénios (Kang e Kudsk, 2007,
Reed e Wickham, 2009; Boeckxstaens et al., 2016). A camada muscular € composta
de musculo liso arranjado espacialmente em fibras circulares e longitudinais, sendo
gue entre elas, encontra-se o plexo mioentérico coordenando-as. Esses dois plexos
compdem o conjunto de neurdnios vinculado ao TGI, ou seja, 0 sistema nervoso
entérico (SNE). Por fim, encontra-se a serosa revestindo mais externamente todos o0s
orgaos gastrintestinais (Schneeman, 2002; Boeckxstaens et al., 2016).

A motilidade gastrintestinal € complexa. O controle neural ocorre via inervacao
extrinseca por fibras simpaticas e parassimpaticas do sistema nervoso autdnomo
(SNA), e também pela inervagdo intrinseca, formada pelas células intersticiais de
Cajal (ICC), a extensa rede de fibras que ligam as ICC a outros nervos e pelo sistema
nervoso entérico (SNE) (Gershon, 2004; Auteri et al., 2015; Sanders et al., 2016). O
SNE atua no repasse de atividade sensorial para o cérebro mediante o nervo vago e
nervos esplancnicos bem como na propagacao de impulsos motores em todo o TG,
controlando a digestéo e absorcdo de nutrientes através da motilidade e da secrecao
de produtos digestivos do TGI (Lacy e Weiser, 2005; Saffrey, 2014). Da mesma
maneira, diversos hormdnios controlam a motilidade do TGI, como a gastrina, a
colecistocinina, a secretina, o peptideo inibitério gastrico e a motilina, ao estimular ou
inibir a atividade motora e/ou secretora do tubo digestivo (Inui et al., 2004; Hunt et al.,
2015).
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A partir do momento que o alimento é ingerido ocorrem simultaneamente
diversos eventos mecanicos e quimicos em prol da mistura do conteddo alimentar
com as secrec0Oes digestivas, da propulsédo do bolo alimentar ao longo do TGI e sua
exposicao a superficie absortiva, assim como da eliminacéo de residuos (Coré et al.,
2011; Boeckxstaens et al., 2016). Essas acdes coordenadas permitem a digestdo do
alimento, melhorando a absorcao de nutrientes (Hunt et al., 2015; Phillips et al., 2015).
Quando estimulado o musculo circular forma anel contratil diminuindo o diametro
intraluminal enquanto que a contracéo da camada de musculo longitudinal provoca o
encurtamento do tubo, facilitando a passagem do contetdo ao longo do TGI (Saffrey,
2014; Soenen et al., 2015; Azuma et al., 2016).

No estbmago a funcdo motora esta associada ao armazenamento de grandes
quantidades de alimento até serem processados, a mistura desse alimento com as
secrecdes gastricas com a formacado do quimo, ao deslocamento do quimo da regido
proximal para a distal, onde o mesmo é triturado em particulas pequenias e, por fim,
0 esvaziamento do quimo sob ritmo compativel & taxa de absorcdo do intestino
delgado (Boeckxstaens et al., 2016).

O esvaziamento gastrico € promovido por intensas contracdes peristalticas no
antro gastrico e facilitado pela redu¢éo da resisténcia a passagem do quimo pelo piloro
(Hunt et al., 2015). A regulacdo do esvaziamento gastrico é feita por sinais tanto do
estbmago quanto do duodeno, estimulando ou inibindo a saida do alimento (Phillips
et al., 2015). Dentre os fatores reguladores estdo a distensédo da parede gastrica, a
natureza do componente ingerido, a densidade de energia do alimento, o grau de
acidez do quimo e a acdo de horménios sobre o TGI (Gershon, 2004; Boeckxstaens
et al., 2016). Essa movimentacé&o propicia a digestao, facilita a absorcao de nutrientes
para a corrente sanguinea e ocasiona a sensacao de saciedade (Xing e Chen, 2004;
Reed e Wickham, 2009). Na verdade, o esvaziamento gastrico € etapa critica para a
absorcao: o quimo deve ser esvaziado sob uma taxa que permita a completa digestéao
e absorcao pelo intestino delgado. Se o quimo for esvaziado muito rapidamente, nem
todos os os nutrientes serdo aproveitados (Hunt et al., 2015; Liu et al., 2020).

No intestino delgado, a motilidade decorre das contracbes de mistura e
peristalticas que promovem tanto a mistura do alimento com as secrec¢fes entéricas
quanto sua propulsdo em dire¢cdo ao célon, propiciando o contato do conteddo
intraluminal com o epitelio absortivo. Residuos indigeriveis de alimentos passam para

0 intestino grosso, onde a agua é absorvida e os residuos sdo decompostos por
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bactérias, produzindo metabdlitos e as fezes a serem excretadas (Somaratne et al.
2020). Nos célons, a motilidade € controlada por sinais nervosos e hormonais que
determinam a intensidade do peristaltismo responsavel pela propulsdo mais lenta do
bolo fecal (Boeckxstaens et al., 2016).

Assim, é notavel a necessidade de desenvolvimento e aplicacédo de técnicas de
avaliacdo da motilidade gastrintestinal. No que tange a avaliacdo do esvaziamento
gastrico, a cintilografia é considerada a técnica padrdao-ouro (Souza et al., 2009;
Szarka e Camilleri, 2009). Nela, as imagens sao obtidas a partir da ingestao de
refeicdo teste marcada com elemento radioativo, permitindo a quantificacdo da
radioatividade total do estdbmago, diretamente proporcional ao volume de alimento
presente no estbmago além da avaliacdo da retencdo regional do marcador nos
estbmagos proximal e distal (Rao et al., 2011). Entretanto, a exposi¢cédo a radiacao
ionizante e necessidade de recursos fisicos e pessoais especializados constituem
desvantagens consideraveis da técnica (Szarka e Camilleri, 2009).

Foram desenvolvidos outros métodos como a ultrassonografia e a ressonancia
magnética para avaliar o conteido do estdmago e estimar o esvaziamento gastrico,
sem exposicdo a radiacdo (Szarka e Camilleri, 2009). Entretanto, tais técnicas
necessitam equipamentos caros e sao operador — dependentes. Ademais, sao
realizadas com o paciente em posi¢cdo supina, condicdo néo fisioldgica (Liu et al.,
2020).

A taxa de esvaziamento gastrico também pode ser estimada de forma indireta,
como no teste do acetominofeno. Sendo tal farmaco absorvida quase exclusivamente
no intestino delgado, seus niveis plasmaticos refletem a taxa de esvaziamento gastrico
(Kim, 2012). Apesar de simples e ndo invasiva, a técnica apresenta grande
variabilidade, além de estar condicionada a utilizacdo de refeicdes liquidas para sua
execucao (Kim, 2012; Liu et al., 2020).

J& o transito intestinal humano pode ser avaliado pela deteccdo de variacdes
intraluminais de pH, pressao e temperatura (Bratten e Jones, 2006; Szarka e Camilleri,
2009; Rao et al., 2011). No caso do teste respiratorio com isétopo estavel, &
administrado uma refeicdo teste contendo carboidratos marcados, que passam pelo
intestino delgado sem serem digeridos nem absorvidos. No intestino grosso, sofre
fermentacdo pela microbiota produzindo hidrogénio que, ao ser absorvido pela
mucosa intestinal colbnica, atinge a circulacdo sistémica, sendo eliminado na

respiracdo. Desse modo, € avaliada a quantidade de gas produzido pelo intestino e
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liberado ao longo do tempo. Ha um tempo padrédo para a chegada do bolo alimentar
até o colon, estimando, de forma indireta, o tempo de transito orocecal. Entretanto, a
interpretacéo deste teste pode ser influenciada pelo aumento da populacédo bacteriana
no intestino delgado (Quigley, 1996; Schoonjans et al., 2002).

Em animais experimentais, 0 esvaziamento gastrico e o transito gastrintestinal
podem ser mensurados por deslocamento de corantes, radiomarcadores e materiais
magnéticos (Baggio et al., 2003; Quini et al., 2012). Ao incorporar um corante a uma
refeicao teste ofertada ao animal, é possivel avaliar a quantidade de alimento marcado
presente no estbmago e no intestino em intervalos pré-determinados de tempo,
medindo-se a distancia percorrida por este durante a cada intervalo (Silva et al, 2014).
Apesar de ser de baixo custo e simples execucéo, tal metodologia implica na morte
de grande numero de animais. Como alternativa, foram desenvolvidas técnicas
biomagnéticas utilizando material magnético incorporado ao alimento sélido podendo
servir como método de andlise do esvaziamento gastrico, transito intestinal e da
contratilidade gastrintestinal in vivo (Dallagnol et al., 2020). Além de apresentar baixo
custo, o método dispensa radiacao ionizante e pode ser utilizada de forma repetida no
mesmo animal (Quini et al., 2012).

Novos meétodos ndo-invasivos para analise do esvaziamento de diferentes
componentes de uma refeicdo mista (i.e., liquidos, semisdlidos e sélidos) devem ser
aprimorados afim de melhor compreender a motilidade do trato gastrintestinal. Neste
contexto, destaca-se o teste respiratério com isétopo estavel *C como alternativa Util
a cintilografia, em especial ao evitar exposicdo a radiacdo (Liu et al., 2020).
Originalmente o teste respiratério com carbono 13 (*3C) incorporado ao &cido
octandico permitiu a andlise do esvaziamento gastrico de solidos (Ghoos et al., 1993;
Maes et al., 1998) e ao adicionar o is6topo 13C ao acetato permitiu-se a avaliagdo do
esvaziamento gastrico de liquidos e semi-sdlidos (Braden et al., 1995), metodologia
previamente validada quando contraposta a cintilografia (Hiele et al., 1992).

A técnica de esvaziamento gastrico por teste respiratorio utiliza um marcador
isotopico inerte na refeicdo teste. Apds ser absorvido rapidamente no duodeno é
metabolizado em nivel hepético, passando entédo para a circulacéo sistémica. Ao nivel
dos pulmdes, o *3C é eliminado no ar expirado, podendo ser detectado pois 0 mesmo
se trata de is6topo incomum na natureza (Choi et al., 1997). Esses is6topos sdo
guantificados mediante um espectrémetro infravermelho de is6topos. Assim, a coleta

de ar expirado em tempos estipulados gera uma curva quantitativa de 3C que
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expressa indiretamente a curva de esvaziamento gastrico (Ghoos et al., 1993). Tal
método apresenta inclusive vantagens sobre a radiocintilografia, ao usar
equipamentos de menor custo, dispensar a imobilizacdo animal (Demedts et al.,
2013), além do teste poder ser repetido no mesmo animal diversas vezes.

A partir da avaliacdo de diversos parametros da funcao gastrintestinal fica claro
que o TGI é intrinsecamente regulado através de uma complexa rede neural e
hormonal. Conforme supracitado no texto, sabe-se existir horménios (como a gastrina,
a colecistocinina, a secretina, o peptideo inibitério gastrico e a motilina) que séo
classicamente reconhecidos por sua acao direta na modulagéo gastrintestinal. Porém
destaca-se que hormdnios androgénicos enddgenos — como a testosterona, o
estrogeno e a progesterona — podem ter como potencial alvo a musculatura lisa
gastrintestinal, com proeminente variac¢des fisioldgicas relacionadas ao sexo biolégico
do organismo (Rastelli et al., 2021). Entende-se ainda que, ante a escassez dos
estudos e a contradicdo dos dados sobre os efeitos da atividade fisica na motilidade
gastrintestinal, em especial no contexto do uso de esterbides anabolizantes sintético,
aponta-se a necessidade de melhor elucidar seus potenciais efeitos em tecidos néo-
reprodutivos. Desta forma, testou-se neste estudo a hipétese de que o decanoato de
nandrolona causa modificacbes morfofuncionais no trato gastrintestinal e o exercicio

fisico de intensidade moderada pode modular o desenvolvimento de tais alteracdes.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral
Avaliar os efeitos do tratamento com decanoato de nandrolona associado a
pratica de exercicio fisico de intensidade moderada sobre parametros gastrintestinais

em ratos.

2.2 Especificos
e Verificar a intensidade do protocolo de exercicio fisico adotado, mensurando o0s
niveis seéricos de lactato;
e Avaliar o peso corporal, consumo hidrico e consumo alimentar ao longo do
protocolo experimental,
¢ Identificar as alteragBes no esvaziamento gastrico de sélido e liquido decorrentes
do tratamento com nandrolona e exercicio fisico moderado;
¢ Avaliar o tdnus gastrico e contratilidade gastrica in vivo em animais submetidos ao
tratamento com nandrolona e exercicio fisico moderado;
e Avaliar o transito intestinal de liquido em animais submetidos ao tratamento com
nandrolona e exercicio fisico moderado;
e Determinar, in vitro, a contratilidade gastrintestinal em animais submetidos ao
tratamento com nandrolona e exercicio fisico moderado;
e Determinar a composicdo corporal através de bioimpedancia dos animais
submetidos ao tratamento com nandrolona e exercicio fisico moderado;
e Averiguar os parametros morfométricos das camadas mucosa e muscular do
intestino delgado;
¢ Avaliar o peso umido do coracéo, rins, figado e baco;
e Avaliar o perfil bioquimico de proteinas totais, aspartato transaminase, alanina
transaminase, fosfatase alcalina, creatinina, uréia, triglicérides, colesterol total e suas

fracoes.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Obtivemos ratos machos da linhagem Wistar entre 270-330 g de peso junto ao
Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos
em gaiolas de polietileno com maravalha, em condigbes temperatura (21 + 4 °C),
umidade (50 + 10 %) e fotoperiodo (ciclo claro/escuro de 12 horas) controlados, com
livre acesso a 4gua e racao, exceto no periodo de jejum prévio necessario aos exames
gastrintestinais. Nos processos cirdrgicos ou analises exigentes de sedacao,
aplicamos protocolo anestésico que consistiu na prévia administracao intraperitoneal
da combinacéo de 75 mg/kg de quetamina e 10 mg/kg xilazina. Na eutanasia, adotou-
se a overdose anestésica (quetamina 300 mg/kg e xilazina 45 mg/kg, i. p.) seguida de
exsanguinacdo para coleta de amostras de sangue. Todos o0s procedimentos
experimentais estdo de acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal e
foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da instituicdo (CEUA n°
3507130618) (Anexo ).

3.2 Grupos e delineamento experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos para cada
ensaio experimental (I, II, lll e IV):
= Controle Sedentério (CS): animais tratados com veiculo e sem exercicio fisico;
= Controle Exercicio (CE): animais tratados com veiculo e submetidos ao exercicio
fisico;

* Anabolizante Sedentario (AS): animais tratados com 5 mg/kg de decanoato de
nandrolona e sem exercicio fisico;

» Anabolizante Exercicio (AE): animais tratados com 5 mg/kg de decanoato de
nandrolona e submetidos ao exercicio fisico.

Foram realizados quatro ensaios experimentais isolados para a obtencdo dos
seguintes parametros: esvaziamento gastrico de liquidos (ensaio |) e esvaziamento
gastrico de sélidos (ensaio Il) nos dias 0, 3, 7, 14, 28, 42 e 56 de acompanhamento,
assim como contratilidade gastrintestinal in vitro (ensaio 1), histologia gastrintestinal
(1), complacéncia gastrica (ensaio Ill) e transito intestinal de liquido (IV) ao final do
experimento. Para evitar a influéncia do jejum necessério aos registros de

esvaziamento gastricos, os dados de peso corporal e ingesta alimentar e hidrica foram
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contabilizados através dos ensaios lll e IV (Figura 02).
Figura 02. Delimitac@o de procedimentos realizados em cada ensaio experimental.
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TCM: teste de capacidade maxima; EGL: esvaziamento gastrico de liquido; EGS: esvaziamento

gastrico de sélido; BIOIMP: composicao corporal por bioimpedancia. Fonte: autora.

3.3 Exercicio fisico de intensidade moderada
O protocolo adotado foi adaptado de Moreira e colaboradores (2013), visando
aplicar exercicio fisico de intensidade moderada em ratos, que corresponde a 60% da
capacidade maxima, mediante corrida em esteira ergométrica (Figura 03). Para o
inicio das sessfes de treinamento, foi necessario primeiro adaptar os animais a esteira
e realizar o teste de esforco fisico para determinar o limiar individual da velocidade de

corrida.

3.3.1 Adaptacéo em esteira

Inicialmente, todos os animais foram expostos durante 5 minutos a esteira para
a adaptacdo ao ambiente durante 3 dias, seguidos de 7 dias nos quais foram
incentivados a caminhar sob velocidade de 6 m/min (Moreira et al, 2013). Esta etapa
€ fundamental para a habituacdo do animal ao equipamento, reduzindo assim o

estresse durante as sessodes de treinamento.

3.3.2 Teste de capacidade maxima

Apés a adaptacdo, submetemos os animais ao teste de esforco fisico
colocando-os para correr na esteira, sem inclinacdo, com velocidede inicial em 6
m/min e gradualmente aumentada em 3 m/min a cada 3 minutos até até a exaustao.
A capacidade de cada animal ao exercicio foi estimada pela distancia total percorrida
durante o teste e a velocidade maxima atingida serviu para estimar o limiar de 60%,

considerado como exercicio moderado (Moreira et al., 2013).
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3.3.3. Exercicio fisico por corrida

As sessOes de treinamento fisico foram realizadas submetendo os animais a
corrida em esteira ergométrica sem inclinacdo durante 60 min/dia, 5 dias por semana
em um total de 8 semanas. Precedendo cada sesséo era realizado o pré-aquecimento
(warm-up) e ao final o periodo de recuperacao (cool-down) do animal, durante 5
minutos a velocidade de 6 m/min. No final da terceira e sexta semana de treino, 0s
animais dos grupos exercitados foram novamente submetidos a reavaliacdo do teste
de capacidade maxima para o ajuste da intensidade da corrida. Os animais
sedentérios foram expostos a esteira, sob a velocidade de 6 m/min por 5 minutos uma

vez por semana para manter suas habilidades de corrida (Moreira et al., 2013).

Figura 03. Representacdo esquematica da esteira ergométrica motorizada para ratos.

Criado em BioRender.com. Fonte: autora.

3.4 Tratamento com decanoato de nandrolona

Os animais dos grupos tratados com o decanoato de nandrolona (Deca-
Durabolin®, Schering-Plough, Brasil) receberam o farmaco por via intramuscular
(i.m.), duas vezes por semana durante as 8 semanas (totalizando semanalmente 10
mg/kg). Os animais dos grupos controle receberam somente o veiculo (0,2 mL de 6leo
de amendoim) pela mesma via para mimetizar o estresse (Kurling et al., 2005; Chaves
et al., 2006; Brasil et al., 2015) (Figura 04). A dose de decanoato de nandrolona
adotada foi de 5 mg/kg, calculada segundo o peso, visando corresponder ao uso
abusivo da substancia em roedores e sendo amplamente suportada na literatura
(Kurling et al., 2005; Kurling et al., 2008; Vieira et al., 2008; Brasil et al., 2015; Gomes
et al., 2016). Tal dose equivale ao uso abusivo do decanoato de nandrolona
administrada a atletas, cerca de 10 a 100 vezes maior que a margem terapéutica
(Pope et al., 2013).
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Figura 04. Representacdo esquematica da via de administracéo intramuscular do farmaco e seu

respectivo veiculo nos grupos estudados.

Muscle

Criado em BioRender.com. Fonte: autora.

3.5 Analise do perfil de consumo e composic¢ao corporal

A massa corporal, ingesta hidrica e alimentar foram avaliados diariamente, no
periodo da manhd (6:00-8:00), antecedendo os tratamentos e as sessdes de
treinamento. A partir dai foram calculados a média semanal do peso corporal e
consumo de agua e racao.

A avaliacdo da composicao corporal dos animais foi realizada nos dias 0, 3, 7,
14, 28, 42, e 56 de tratamento mediante a técnica de espectroscopia de bioimpedancia
(Vet BIS1, ImpediMed), util na avaliagdo da relagdo agua/gordura corporal (Smith,
Johnson e Nagy, 2009; Hu et al., 2012; Shen, et al., 2013). Inicialmente, os ratos foram
pesados, anestesiados e colocados em contato numa superficie plana com abdome,
membros superiores e inferiores ao lado do corpo e cauda estendida. Eletrodos e 4
agulhas foram inseridos de acordo com as instru¢oes do fabricante, sendo conectados
ao aparelho. O comprimento entre os eletrodos de agulha foi medido ao longo da linha
média dorsal com uma fita métrica padrao (Figura 05). Apés selecdo dos parametros
de medida adequados, a composicdo corporal é determinada através dos indices de
agua corporal total, liquido extracelular, liquido intracelular, massa livre de gordura,

massa gorda e indice de massa corporal.
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Figura 05. Disposicao dos eletrodos para a avaliacdo da composicéao corporal de ratos por

espectroscopia de bioimpedancia tetra polar.

Criado em BioRender.com. Fonte: adaptado do manual Vet BIS1 (ImpedMed).

3.6 Avaliacdo do esvaziamento gastrico: método respiratério 13C
O esvaziamento gastrico foi mensurado nos dias 0, 3, 7, 14, 28, 42 e 56 de

tratamento apds o periodo de jejum prévio de 12 horas.

3.6.1 Esvaziamento gastrico de liquidos pelo método indireto do acetato de
sodio 13C

Para a avaliar o esvaziamento gastrico de liquidos foi utilizada refeigcdo teste
obtida pela adicdo de 16 mg/kg de acetato de sddio **C a uma bebida achocolatada
(Nescau® Prontinho, Nestlé Brasil), cuja composicéo nutricional € de 550kJ/200 ml
(sendo 22 g de carboidrados, 4 g de proteinas, 3 g de gorduras totais, 0,9 g de fibra
alimentar, e demais micronutrientes; Anexo 2), administrada via gavagem na dose 2,5
mL/kg (Uchida, Endo e Shimizu, 2005).

3.6.2 Esvaziamento gastrico de soélidos pelo método indireto do acido

octandide 3C

Para avaliar o esvaziamento gastrico de solidos foi utilizada refeicdo teste
produzida pela adicdo de 400 g acido octandide 3C em uma gema de ovo, 200 mL
de leite desnatado, 184 g de farinha de trigo enriquecida com ferro e acido folico sem
fermento, 10 g de acucar cristal, 1 g de sal iodado e 5 g de fermento quimico em po.
Essa mistura resulta em conteudo calorico de 580 kJ/100 g (conteudo calorico de 72%
de carboidratos, 10% de lipidios e 18% de proteinas). A refeicdo teste foi cozida e
dividida em pedacos de 1 g, contendo 1 pug de acido octandide 3C, e ofertada ao

animal para a ingestao espontanea (Schoonjans et al., 2002).
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3.6.3 Obtencéo e analise dos dados

ApoGs receberem as respectivas refeicdes testes, cada animal foi alocado em
camara cilindrica de acrilico (12,6 cm de diametro por 20 cm de comprimento,
totalizando um volume de 2500 mL) (Figura 06), contendo uma valvula de entrada e
outra valvula de saida de ar, conectada a tubos de borracha de 2 mm. Mediante a
valvula de entrada passa um fluxo continuo de ar por um tempo de 5 minutos, sendo
a seguir fechadas as valvulas de entrada e saida de ar, em prol da acumulacdo na
camara do CO: expirado por cada animal. Decorridos o tempo ideal de coleta da
amostra (1 min 30 seg de acordo com experimento previamente realizado), a valvula
de saida foi aberta e uma amostra de ar aspirada via tubulacéo de saida mediante um
comunicador, enchendo a bolsa de coleta de amostra. Apds o fechamento da valvula
de saida, a valvula de entrada é aberta por novo periodo de tempo de modo a renovar

0 ar da camara (tempo determinado em experimento piloto).
Figura 06. Representacdo esquematica da camara acrilica cilindrica (a) confeccionada com uma

vélvula de entrada (b) e outra de saida (c) para a coleta de amostras do ar expirado (d).

Criado em BioRender.com. Fonte: autora.

Este processo era repetido em intervalos pré-determinados de tempo para a
obtencao de 13 amostras de ar durante 4 horas quando do esvaziamento de refei¢cdes
sélidas e de 1,5 hora para refei¢cdes liquidas. A seguir, amostras de ar das bolsas de
coletas foram injetadas no analisador de isétopos por infravermelho IRIS 2 - Infra Red
Isotope Analyser (Wagner Analysern Technik, Alemanha) (Figura 07) para a
determinacdo da concentracdo de °C e célculo do esvaziamento gastrico
(Schoonjans et al., 2002). Apos quantificacdo das amostras de ar expirado, os valores
obtidos foram apresentados como o ACO- (%o). A partir da curva de esvaziamento
gastrico (ppm/min) foram analisados a concentracdo méaxima (Cmax; ppm), o tempo
necessario para atingir a concentragdo maxima (Tmax; min) e a area sob a curva de

esvaziamento (AUC; ppm/min2) além de calcular o momento estatistico, definido como
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o tempo em minutos no qual a quantidade média de material marcado foi expelido do

estdbmago, ponderado pela area sob a curva de esvaziamento (Podczeck et al., 1995).

Figura 07. Analisador de is6topos por infravermelho Wagner Analysern Technik para a quantificagédo

da curva de concentragéo de 3C.

Fonte: autora.

3.7 Avaliacdo da presséo e volume intragastrico

Para monitoracdo da pressao intragastrica, foi realizado cirurgia prévia para
insercao de cateteres-baldo no fundo do estdmago dos ratos. Os cateteres-baldo
foram confeccionados a partir de sonda uretral n° 6 sendo fixado na extremidade livre
um baldo de latex (produzido a partir do dedo médio de luva cirargica, tamanho médio,
com 3 cm de comprimento e capacidade maxima de volume de 50 mL) (Jucé et al.,
2011).

Apbs jejum de 12 horas com livre acesso a soro de reidratacdo oral, os animais
foram submetidos sob anestesia a laparotomia para exposicdo do estbmago, por
onde foi inserido o cateter intragastrico via fistula no fundo géastrico e sendo ali fixado
mediante sutura em fundo de saco. Ja a extremidade livre do cateter (devidamente
ocluida com mandril) foi guiada por via subcutanea com auxilio de trocater até a regiao
inter-escapular onde foi exposta e fixada. Na sequéncia, os animais receberam
ampicilina (200 mg/kg, i.m) e foram mantidos por 24 horas em gaiolas individuais com
livre acesso a solucao de reidratacéo oral.

Aposs 24 horas, foi realizado o registro da pressao intragastrica ao se preencher
0 baldo com 3 mL de salina e conecta-lo a extremidade livre do cateter baldo a um
transdutor de pressdo com o auxilio de um conector de trés vias (“three way”). Assim
sendo, obtivemos a monitoracao continua da motilidade gastrica em ratos acordados
(Young e Deutsch, 1980; Raybould et al.,1987; Lu e Owyang, 1995), sendo as
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variacfes continuas na presséo intraluminal (em mmHg) captadas pelo transdutor e
registradas pelo computador com auxilio do software de aquisicéo de dados (LabChart
v 8; ADinstruments). A partir deste registro foi possivel determinar os valores de
frequéncia de contracao (contragBes gastricas por min) e amplitude das contracdes
(diferenca entre o vale [contracdo tbnica] e o pico de contracdo [contracdo fasical)
(Nozu et al., 2014).

ApoOs o registro da pressao intragastrica, conectamos a extremidade livre do
cateter-baldo a um reservatorio dito barostato (2,5 cm de didametro interno, 30 mL de
volume) preenchido com solucdo idnica padrdo (45 mg% NaCl e 0.3 mL% de
Imbebient, BBC Ornano, Comerio, lItalia), criando sistema de vasos comunicantes
cujas variacdes no volume eram registradas continuamente via pletismémetro (modelo
7140, Ugo Basille, Comerio, lItaly), sendo consideradas como volume intragastrico
(Juca et al., 2011). Ap6s o equilibrio do sistema, o estdbmago foi progressivamente
distendido a cada 5 minutos ao elevarmos consecutivamente a altura do nivel liquido

do reservatério para 4, 8, e 12 cm acima do processo xiféide do animal (Figura 08).

Figura 08. Representacdo esqueméatica do de registro da pressao intragéstrica pelo Sistema

LabChart e do volume gastrico por pletismémetro em ratos acordados.

Criado em BioRender.com. Fonte: autora.

3.8 Avaliacédo do transito intestinal pelo método da diluicdo de corante
Para a avaliacé@o do transito intestinal de liquido utilizamos a técnica de diluicio
do corante vermelho fenol, descrito inicialmente por Reynell & Spray (1956).
Inicialmente, os animais foram submetidos, sob anestesia, a laparotomia seguida da
criacdo de uma fistula no fundo do estdmago. A seguir, introduzimos via fistula

gastrica uma canula de silicone n° 10 com 0,3 mm de diametro cuja extremidade foi
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posicionada 1 cm apos o piloro e ali fixada com o auxilio de sutura em tabaqueira na
parede gastrica. A extremidade livre do tubo foi guiada subcutaneamente até a regiao
cervical onde foi exteriorizada e ali fixada mediante sutura, de modo a permitir a
posterior administracéo da refeicdo teste diretamente no duodeno. Na sequéncia, 0s
animais foram tratados com ampicilina (200 mg/kg, i.m) e mantidos por 24 horas em
gaiolas individuais com livre acesso a solucéo de reidratacdo oral (Silva et al., 2014).

Incialmente, os ratos foram mantidos em gaiolas individuais sob jejum por 12
horas mas com livre acesso a solucdo de reidratacdo oral. Por ocasido do teste, o0s
ratos foram alimentados via sonda duodenal com 1 mL da refeicdo teste (solucao
glicosada a 5% contendo vermelho fenol 0,75 mg/mL) (Figura 09). Apds um periodo
pos-prandial de 10 minutos, os ratos foram eutanasiados e submetidos a laparotomia,
seguida de ligaduras obstrutivas no piloro e na juncdo gastroesofdgica. Apos a
exérese das visceras, o estbmago e o intestino delgado foram estendidos
delicadamente sobre uma prancha. O intestino delgado foi entdo dividido em 5
segmentos consecutivos de igual tamanho (~ 20 cm), sendo cada um deles numerado
de 2 a 6. O primeiro segmento é constituido pelo estdmago e o primeiro centimetro do
intestino delgado, onde se encontra a extremidade interna da sonda (Reynell & Spray,
1956; Silva et al., 2014).

Figura 09. Representacado esquematica do protocolo de diluicdo do corante vermelho fenol injetado

diretamente no intestino delgado de ratos.

Criado em BioRender.com. Fonte: autora.

Cada segmento foi entdo colocado em proveta graduada contendo 100 mL de
NaOH 0,1N para medicéo do volume. A seguir, tais segmentos foram fragmentados e
homogeneizados com auxilio de um processador, sendo retirados 10 mL do
sobrenadante para centrifugacdo (2800 rpm por 10 min). A seguir, 5 mL do
sobrenadante foi coletado e adicionado a 0,5 mL de solucéo de acido tricloroacético
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(TCA - 20%) a fim de precipitar as proteinas teciduais. Apos nova centrifugacao (2800
rpm por 20 minutos), foi retirado 3 mL do sobrenadante sendo entéo adicionado 4 mL
de NaOH 0,5N para determinacéo afinal da absorbancia (ABS) sob comprimento de
onda de 560nm pelo método colorimétrico com o auxilio de leitor de ELISA (Asys
Expert Plus, Biochrom, Brasil). Assim, determinou-se a massa de vermelho fenol
existente em cada segmento (massa = concentracao x volume). Ao final, a retencao
fracional de cada segmento foi multiplicada pelo respectivo nimero identificador os
quais somados entre si geraram o indice de transito intestinal, aos moldes do centro

de massa de um objeto (Sallam et al., 2007; Silva et al., 2014).

Retencdo Segmento X = Absorbancia em X / 2 Absorbancia em todos os segmentos

3.9 Avaliagéo in vitro da contratilidade gastrintestinal

As contracdes in vitro de diferentes segmentos do trato gastrintestinal foram
avaliadas ap0s a estimulos excitatérios mediante a adicdo de solugbes concentradas
de cloreto de potassio (KCI) e carbacol (CCh). Adicionalmente, foi avaliada a resposta
inibitéria da musculatura lisa gastrintestinal mediante a adi¢cdo de isoproterenol (ISO)
e nitroprussiato de sodio (NPS). Inicialmente, os animais foram submetidos a
eutanasia seguida de laparotomia para a remog¢éo do estdmago e intestino delgado,
sendo cuidadosamente imersos em uma placa de Petri contendo solucdo de Tyrode
modificada (136,0 mM de NaCl; 5,0 mM de KCI; 0,98 mM de MgClz; 2,0 mM de CaCly;
0,36 mM de NaH2POg4; 11,9 mM de NaHCOs3; 5,5 mM de glicose). Apés a disseccao,
foram obtidas tiras de 1 cm de comprimento das regides do antro e fundo gastricos e
do duodeno. Cada tira gastrintestinal foi colocada em um banho contendo 5 mL de
solucéo de Tyrode, mantida a 37 °C, pH 7,4, sob mistura gasosa (5% de CO2 em Oy),
e suspensa longitudinalmente por um fio de seda conectado a um transdutor de forca
(MLT0201, AD Instruments, Bella Vista, NSW, Austrdlia), sendo aplicado uma tensao
muscular de repouso inicial de 1 g (Oliveira et al., 2017).

A tensd@o muscular isométrica foi registrada continuamente com o auxilio de um
sistema digital de aquisicdo de dados (LabChart v 8; ADinstruments) (Figura 10). Na
sequéncia foi permitido um intervalo de 30 min para o equilibrio do sistema, sendo
descartados registros de segmentos sem atividade espontanea. A avaliagdo do tonus
basal foi realizada para quantificar o aumento ou reducéo do ténus em relagdo a uma

resposta controle frente a adicdo sucessiva de KCI 60 mM. Por fim, as tiras



42

gastrintestinais foram expostas a concentracdes crescentes das substancias
supracitadas (KCl, CCh, ISO e NPS) para a construcdo de curva concentracao-efeito,
obtida a partir do valor assintético registado a cada adicao (Silva et al., 2014; Oliveira
et al., 2017).

Figura 10. Representacdo esquematica do protocolo de contratilidade in vitro de tiras isoladas de

fundo, antro e duodeno de ratos.
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Adaptado de Criado em BioRender.com. Fonte: autora.

3.10 Morfometria intestinal

Ao final do estudo, os animais foram submetidos a anestesia seguida de
eutanasia para a coleta de amostras de duodeno destinados ao processamento
histol6gico. Os segmentos intestinais foram cuidadosamente lavados com solugéo
salina NaCl 0,9% e, em seguida, imersos em solugéao de formalina tamponada a 4%
durante 24 horas. Na sequéncia, foram submetidos a rotina de desidrata¢cao em alcool
seriado, diafanizacdo em xilol e inclusdo em parafina. Os cortes histol6gicos
transversais foram obtidos com espessura de 4 um com o auxilio de um micrétomo,
fixados em laminas, desparafinizados e corados com Hematoxilina e Eosina (HE)
(Belém et al., 2015).

Apoés a coloracdo das laminas com HE, foram feitas imagens utilizando uma
camera de alta-resolucéo (Moticam, Kowloon, Hong Kong) acoplada a um microscépio
oOtico (Zeiss, Oberkochen, Alemanha), com o auxilio das objetiva de 10x e 40x para a
aquisicdo das fotos. Para a quantificacdo morfométrica utilizou-se o analisador de
imagens ImagePro Plus (Media Cybernetics, Inc., Rockville, EUA) para avaliar a

espessura das tunicas muscosa e muscular do duodeno, quantificando-se a altura de
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vilosidades, profundidade de cripta, espessura da muscular da mucosa, da mucosa
total, da submucosa, do musculo longitudinal, do musculo circular e da tdnica

muscular total (Belém et al., 2015; Lima et al., 2017; Guimaraes et al., 2021).

3.11 Determinagao do perfil bioquimico

Imediatamente apds a sessao de exercicio fisico no 53° dia, foi coletado do plexo
retro-orbital 1 mL de sangue em tubo fluoretado para a dosagem das concentracfes
de lactato, servindo como biomarcador para avaliar a intensidade do treinamento fisico
(Voltarelli et al., 2002).

Ao final dos experimentos, amostras do sangue total foram coletas por
exsanguinacdo em tubo livre de anticoagulante, submetido a centrifugacdo a 3500
rom para obtencdo de amostras de soro, armazenados a -80 °C para posterior
determinacdo bioquimica. Apdés o0 processamento das amostras, elas foram
descongeladas em temperatura ambiente (22 + 2 °C) e os niveis de creatinina, uréia,
proteinas totais, aspartato transaminase (AST), alanina transaminase (ALT), e
fosfatase alcalina (FA), trigliceridios (TG), colesterol total (CT), lipoproteinas de
densidade alta (HDL) e de densidade baixa (LDL) foram mensurados por método
colorimétrico utilizando kits Liquiform® (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), cada qual
seguindo os procedimentos determinados pelo fabricante, com o auxilio de leitor de
ELISA (Asys Expert Plus, Biochrom, Brasil). Para determinacdo das lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL) foi utilizada a férmula [VLDL = TG/5], (Friedwald et al.,
1972; Young, 2000).

3.12 Peso de 6rgéaos
Apo6s a eutanasia (quetamina 300 mg/Kg plus xilazina 45 mg/Kg, i.p.), foram
retirados o coracdo, o figado, os rins e 0 baco sendo 0os mesmos pesados para a
obtencéo do Peso Relativo (PR) mediante a relacdo PR = [(peso do 6rgao/peso final)
x 100], na qual o peso final corresponde aquele obtido no ultimo dia de tratamento. O
resultado foi expresso em gramas/100 gramas (g/100g) (Lana et al., 2006).
3.13 Analise estatistica
Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk para
avaliar a dispersdo das amostras. A andlise de variancias ANOVA seguida de pos-
teste de Tukey ou o teste de Kruskal-Wallis seguido do po6s-teste de Dunn foram

apropriadamente aplicados a depender da normalidade dos dados, sendo as diferenca
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consideradas estatisticamente significativa quando p <0,05. Os resultados estao
expressos como média + erro padrdo da média (EP) ou como mediana e intervalo
interquartil (25-75%) usando o GraphPad Prism Software (San Diego, Califérnia,
EUA).

Foram aceitos como citérios para comparacdes biologicamente relevantes o
efeito isolado de cada uma das intervencdes estudadas (exercicio fisico e tratamento
com o anabolizante), assim como sua a acdo combinada frente a condicéo fisiol6gica

basal (animais controle sedentario).
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4. RESULTADOS

4.1 Validacdo do protocolo de exercicio fisico moderado utilizando esteira
motorizada.

Com o intuito de verificar o limiar de intensidade do modelo adotado de exercicio
fisico utilizamos a determinacdo sérica de lactato pds-exercicio. Foi possivel notar a
elevacdo do lactato sanguineo nos animais submetidos ao treinamento por corrida
(CE 5,2+0,1 mmol/L e AE 5,1+0,2 mmol/L) em relacdo aos respectivos grupos
sedentarios (CS 2,9+0,2 mmol/L e AS 2,9+0,1 mmol/L) (p<0,001) (Figura 11),
refletindo em um acumulo de aproximadamente 80% em relacdo aos niveis basais.
Visando ainda assegurar que a exposicao do grupo Controle Sedentario a esteira
motorizada ndo causaria repercussdes metabdlicas referentes a pratica fisica,
dosamos o lactato sérico também no grupo SHAM (n=5), cujos animais ndo receberam
nenhum tipo de intervencao (sem administracdo do veiculo nem ambientalizados na
esteira). A inexisténcia de diferenca significativa nas concentracfes de lactato sérico
entre os grupos CS e SHAM (2,9+0,2 mmol/L vs. 3,1+0,1 mmol/L) demonstra que

ambos os grupos apresentam condi¢cdes semelhantes de esforco fisico.

Figura 11. Niveis séricos de lactato de animais tratados e nédo tratados com decanoato de nandrolona

e submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.
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SHAM — sem intervengBes experimentais; CS — controle sedentario, CE — controle exercicio, AS —

anabolizante sedentario, AE — anabolizante exercicio. Dados analisados por ANOVA (Tukey) e
expressos em médiatEP (n=6): * p<0,001 vs. controle sedentario; + p<0,001 vs. sham; # p<0,001 vs.

ao anabolizante sedentario.
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O teste de capacidade maxima foi realizado para monitorar a performance fisica
dos animais treinados, demonstrando-se assim a melhora gradual no
condicionamento fisico nos grupos CE e AE visto pelo aumento da velocidade maxima
atingida (30,7£0,9 m/min e 33,0+£0,7 m/min vs. 16,7£0,6 m/min e 16,3+0,6 m/min;
p<0,0001) e da disténcia percorrida durante o teste (402,4+24,6 m e 450,9+34,5 m vs.
138,1+9,8 m e 138,2+9,7 m; p<0,0001) em relacdo ao animais sedentarios (CS e AS)
(Figura 12).

Figura 12. Performance fisica no teste de capacidade méaxima de animais tratados e ndo tratados com
decanoato de nandrolona e submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira
motorizada.
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CS - controle sedentéario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentario, AE — anabolizante
exercicio. Dados analisados por ANOVA (Tukey) e expressos em média+EP (n=10/ensaio): * p<0,001
vs. controle sedentario; + p<0,001 vs. anabolizante sedentério; # p<0,001 vs. controle exercicio no dia

0; ¥ p<0,001 vs. anabolizante exercicio no dia O.
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Ao avaliar a composicdo corporal dos animais ao longo do estudo, nota-se a
influencia do tratamento com DN e o exercicio fisico na relacdo agua/gordura
depender do tempo de tratamento/treinamento (Figura 13). No grupo AS, o tratamento
com nandrolona levou a diminui¢do transiente de massa gorda (25,0+1,2%; p<0,01),
aumento da massa livre de gordura (75,0+1,2%; p<0,05) e da agua corporal total
(54,9+0,9%; p<0,05) devido ao maior conteudo de agua intracelular (57,6+0,5%;
p<0,05) e menor conteudo de agua extracelular (42,3+0,5%; p<0,05) no dia 7 do
protocolo experimental, quando comparados aos respectivos valores nos animais CS
(30,4+1,3%; 69,5+1,3%; 50,9+0,9%; 54,5+1,0%; 45,5+1,0%), porém tais efeitos
agudos sdao revertidos ao longo dos dias de tratamento. Ja o exercicio fisico cronico
foi eficaz em reduzir a massa gorda (CE 26,3+1,3% e AE 26,5+0,6%) e aumentar a
massa magra (CE 73,6+£1,3% e AE 73,4%£1,9%) de maneira mais consistente a partir
do dia 28 em comparacdo aos animais CS (67,8+1,5%, p<0,01 e p<0,05
respectivamente), principalmente no grupo CE. Ao fim dos 56 dias de
acompanhamento, o exercicio fisico isoladamente aumentou o teor de agua corporal
(CE 56,0£0,5% vs. CS 50,4+1,1%; p<0,001), assim como causou aumento expressivo
na massa magra (76,5+0,7%) associado a reducdo da massa gorda em comparacao
aos animais sedentérios (CS 68,8+1,5% e AS 68,3+1,4%, p<0,001). Quando calculado
o indice de massa corporal (IMC), vemos aumento do IMC no grupo CE no dia 03 de
acompanhamento (11,91+0,11) quando comparados a animais AE (10,96+0,10;
p<0,001). Ja o tratamento com a nandrolona reduziu agudamente o IMC em animais
sedentarios (AS dia 03 10,19+0,19 e dia 07 10,88+0,15) e cronicamente em animais
exercitados (AE dia 28 12,10+0,12 e AE dia 56 13,59+0,24).



48

Figura 13. Composi¢do corporal dos animais tratados e néo tratados com decanoato de nandrolona,
submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada, avaliada nos dias

0, 3,7, 14, 28, 42 e 56 do protocolo experimental.
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CS — controle sedentario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentario, AE — anabolizante
exercicio. Dados analisados por ANOVA (Tukey) e expressos em média+EP (n=7): * p<0,05 vs. controle

sedentario; # p<0,05 vs. controle exercicio; + p<0,01 vs. anabolizante sedentario; £ p<0,05 vs.
anabolizante exercicio.
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4.2 Efeitos do decanoato de nandrolona associado ao exercicio fisico sobre o
esvaziamento gastrico de refeicdes liquida e solida.

As figuras 14-16 mostram os dados referentes a taxa de esvaziamento gastrico
de refeicao liquida (EGL) por 13CO.. E possivel observar no dia 0 (prévio ao tratamento
e inicio das sessodes de treinamento) todos 0S grupos experimentais apresentarem
curva de EGL estatisticamente iguais, configurando a homogeneidade no padrdo de
esvaziamento gastrico antes das intervenc¢des (Figura 14). Ao analisar os parametros
brutos de Cmax e Tmax das curvas em cada um dos dias de avaliacao (3, 7, 14, 28,
42 e 56) destaca-se que no dia 3 do protocolo experimental o pico maximo da curva
de ¥3CO; (Figura 15c) ocorrer mais precocemente no grupo CE, alteracdo esta
revertida ao longo do tempo. Enquanto isso, os animais AE mostraram maior liberacéo
de 13CO; (Figura 15b) na primeira semana de experimento (dias 3 e 7) em comparacéo
aos animais controles, e a partir do 28 o aumento da concentragdo maxima se repetir
de maneira consistente. Para sumarizar o comportamento das curvas quantificou-se
o tempo médio de esvaziamento gastrico mediante o calculo do momento estatistico,
demonstrando o exercicio fisico moderado ter acelerado temporariamente o
esvaziamento gastrico de liquidos em 11,1% no grupo CE no dia 3 (33,43%0,92 min)
em comparacao aos animais controle sedentarios (37,69+0,34 min) (p<0,05). No dia
28 do protocolo experimental, o EGL acelerou em aproximadamente 13% para ambos
0S grupos tratados com a nandrolona (AS 32,1+0,7 min e AE 33,26£1,0 min) em
relacdo aos animais que receberam o veiculo (CS 37,16+1,0 min e CE 38,23+0,7 min)
(p<0,01), assim permanecendo mais rapido até o final do acompanhamento dos
grupos (Figura 16).

As figuras 17-19 apresentam os dados quantificados do esvaziamento gastrico
de uma refeicdo sélida (EGS) avaliada via 13CO,. Através do item 17 nota-se no inicio
do ensaio (dia 0) todos 0s grupos experimentais apresentavam-se estatisticamente
homogéneos na curva de liberacdo do isétopo marcado. A partir da analise da Cmax
atingida, evidencia-se a handrolona em animais sedentarios aumentar a liberagéo de
13CO; no dia 3 (441,7+£37,9 13CO> [ppm]) em relacdo ao grupo AE (223,0£16,1 3CO>
[ppm]) (p<0,001) (Figura 18b), sem mudancas significativas no Tmax. Sob o calculo
do momento estatistico (Figura 19), destaca-se que tanto o tratamento com
nandrolona (AS 90,9+3,8 min) quanto o exercicio fisico (CE 98,9+3,4 min)
isoladamente aceleraram o EGS no dia 3 em comparagao aos niveis do grupo CS,

(113,6%5,2 min) (p<0,001 e p<0,05, respectivamente), reduzindo em 19,5% e em



50

12,4% o tempo de saida da refeicdo do estbmago, respectivamente. Com a evolucao
do protocolo, vemos o EGS ligeiramente acelerado no dia 14 no grupo AS (91,1+4,6
min) em comparagcdo aos animais exercitados tratados com o decanoato de
nandrolona (109,5+4,5 min) (p<0,05) e, ao final do experimento, ambos 0S grupos
apresentam o esvaziamento de sélidos mais rapido (AS 85,0+3,3 min e AE 92,3+3,9
min) comparado ao CS (112,0+4,8 min) (p<0,001 e p<0,05, respectivamente), sendo
0 EGS 24,1% mais rapido grupo AS e 17,5% no grupo AE.

Figura 14. Curvas representativas do perfil do esvaziamento gastrico de uma refeicdo-teste liquida
realizados nos dias 0, 3, 7, 14, 28, 42 e 56 do protocolo experimental, obtidas a partir do teste do **CO>

expirado.
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Figura 15. Quantificacdo de '*COz expirado de uma refeicdo-teste liquida dos animais tratados e ndo
tratados com decanoato de nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida

em esteira motorizada, avaliado nos dias 0, 3, 7, 14, 28, 42 e 56 do protocolo experimental.
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CS - controle sedentario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentario, AE — anabolizante
exercicio. Dados analisados por ANOVA (Tukey) e expressos em médiatEP (n=7): * p<0,05 vs. controle

sedentario; # p<0,05 vs. controle exercicio; + p<0,05 vs. anabolizante sedentario.
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Figura 16. Esvaziamento gastrico de uma refeicao-teste liquida dos animais tratados e nao tratados
com decanoato de nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira

motorizada, avaliado nos dias 0, 3, 7, 14, 28, 42 e 56 do protocolo experimental.
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CS - controle sedentéario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentario, AE — anabolizante
exercicio. Dados analisados por ANOVA (Tukey) e expressos em médiatzEP (n=7): * p<0,05 vs. controle

sedentario; # p<0,05 vs. controle exercicio.

Figura 17. Curvas representativas do perfil do esvaziamento gastrico de uma refeicdo-teste sélida

realizados nos dias 0, 3, 7, 14, 28, 42 e 56 do protocolo experimental, obtidas a partir do teste do 3CO>

expirado.
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Figura 18. Quantificacdo de 3CO: expirado de refeicdo-teste sélida dos animais tratados e n&o tratados
com decanoato de nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira

motorizada, avaliados nos dias 0, 3, 7, 14, 28, 42 e 56 do protocolo experimental.
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CS - controle sedentario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentario, AE — anabolizante
exercicio. Dados analisados por ANOVA (Tukey) e expressos em média+EP ou analisados por Kruskal-

Wallis (Dunn) e expressos em mediana e interquartil (25;75); + p<0,05 vs. anabolizante exercicio.
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Figura 19. Esvaziamento gastrico de refeicdo-teste sélida dos animais tratados e ndo tratados com
decanoato de nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira
motorizada, avaliados nos dias 0, 3, 7, 14, 28, 42 e 56 do protocolo experimental.
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CS - controle sedentéario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentario, AE — anabolizante
exercicio. Dados analisados por ANOVA (Tukey) e expressos em médiatEP (n=7): *p<0,05 vs. controle

sedentario; # p<0,05 vs. controle exercicio; + p<0,05 vs. anabolizante exercicio.

4.3 Efeitos fisioldgicos do protocolo experimental sobre a complacéncia
gastrica e o transito intestinal.

Na tentativa de elucidar quais vias fisioldégicas poderiam estar relacionadas com
a alteracdo no padrédo de esvaziamento do estbmago analisamos a pressao e volume
intragastrico através da implantacdo de um cateter-balédo intraluminal. Desta forma,
na figura 20 nota-se maior distensibilidade do estdbmago no grupo exercitado tratado
com nandrolona, demonstrado pelo aumento do volume intragastrico (AUC AE 9,6+1,3
vs. CS 5,7+0,6; p<0,05), o que representa 1,7 vezes o volume distendido.

Com o monitoramento da pressdo intraluminal observamos mudancas
significantes nas curvas de pressao intragatrica em todos os grupos que receberam
alguma intervencdo (CE, AS e AE), quando comparados a animais controle
sedentarios, conforme ilustrado pela figura 21. Sob analise mais detalhada do registro
de pressdo, nota-se tais alteracdes estarem interligadas as contracfes gastricas
notavelmente mais intensas (CE 30,7+t1,4 mmHg e AE 31,6+1,2 mmHg;
respectivamente p<0,0001, e p<0,0001) nos grupos exercitados, com aumento de =
730% na amplitude das contracde. Por outro lado, nos animais sedentérios tratados

com o anabolizante (AS 7,7+0,4 mmHg; p<0,001), com contracdes 2 vezes mais forte
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em comparacao ao grupo CS (3,7+£0,1 mmHg). Porém 0s mesmos grupos mostraram
reducado de 17,7% a 53,3% na frequéncia das contracdes gastricas registradas atraves
do cateter-baldo (CE 2,4+0,07 cpm; AS 3,7+0,06; e AE 2,5+0,07 cpm; p<0,001 vs. CS
4,5+0,07 cpm).

Figura 20. Volume intragastrico dos animais tratados e ndo tratados com decanoato de nandrolona,

submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.
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CS - controle sedentario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentario, AE — anabolizante
exercicio. Dados analisados por ANOVA (Tukey) e expressos em médiazEP (n=6): * p<0,05 vs. controle

sedentario; # p<0,05 vs. controle exercicio.

Figura 21. Variagbes na (a) amplitude (mmHg) e (b) frequéncia (contragdes/min) das contragdes
gastricas dos animais tratados e ndo tratados com decanoato de nandrolona, submetidos ou ndo ao

exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.
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CS - controle sedentério, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentério, AE — anabolizante
exercicio. Dados analisados por Kruskal-Wallis (Dunn) e expressos em mediana e interquartil (25;75)

(n=6): * p<0,01 vs. controle sedentério; # p<0,01 vs. anabolizante sedentario.
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A figura 22 mostra que o grupo AS teve o deslocamento do corante acelerado ao
longo dos segmentos intestinais demonstrado pela elevacéo significante do centro

geométrico de massa (3,4+0,04) em comparacao ao grupo CS (3,2+0,03; p<0,001)

Figura 22. Centro geométrico do transito intestinal em animais tratados e néo tratados com decanoato

de nandrolona, submetidos ou nao ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.
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CS - controle sedentéario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentario, AE — anabolizante
exercicio. Dados analisados por ANOVA (Tukey) e expressos em médiatEP: * p<0,01 vs. controle

sedentario.

4.4 Resposta contratil in vitro de tiras gastrintestinais ap0s o tratamento com
decanoato de nandrolona associado ao exercicio fisico.

Para averiguar se os efeitos fisioldgicos observados no esvaziamento gastrico,
complacéncia do estdbmago e transito intestinal estavam vinculados a alteracfes
contrateis da musculatur lisa, submetemos tiras isolados de fundo, antro e duodeno a
concentragdes crescentes de farmacos contracturantes e relaxantes, conforme figuras
23-25. Assim, observamos que os animais sedentarios tratados com nandrolona
tiveram maior responsividade in vitro ao agonista muscarinico carbacol nas tiras de
fundo (AUC: 7979+535) (Figura 24b) e duodeno (AUC: 2724+162) (Figura 25b), em
comparacao ao grupo CS (AUC: 5391+387 e 2059+65, respectivamente; p<0,05 e
p<0,01). Nesses animais é notavel ainda maior responsividade ao relaxamento
duodenal via oxido nitrico, demonstrado pela reducdo da area sob a curva de
contracdo frente a adicdo de ao nitroprossiato de sédio (AUC: 1111+118 vs. CS
1679+57) (Figura 25d). Ademais, o grupo de animais controle submetidos ao exercicio
fisico teve aumento discreto do relaxamento por isoproterenol nas tiras de antro
gastrico (AUC: 635,8+85,75) em relagcdo ao animais exercitados que receberam a
nandrolona (AUC: 1442+158,4; p<0,01) (Figura 23c).
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Figura 23. Contratilidade in vitro de tiras isoladas de antro géstrico ap0s adi¢do de concentragdes

crescentes de KClI (a), CCh (b), ISO (c) e NPS (d) dos animais tratados e ndo tratados com decanoato

de nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.

a

— — N N
o (&) o (41}
Q o o o

Contragido do antro
[4)]
o

(% contragao KCI 60 mM)

0

- -
[#)] o N [4)]
[} (] o o

Contragao do antro
w
o

(% contragdo KCI 60 mM)

o

-
[&)]
o

Contragédo do antro
(% contragdo KCI 60 mM)

—
w O N
o o o O

Contragao do antro
o

(% contragao KCI 60 mM)

—
w & O N
° S 2 ° 9

ST

CS CE AS AE

1y

CS CE AS AE

o CS - CE O+ AS = AE
25000
20000
o 15000
3
< 1000
5000
0
0 20 40 60 80 100120140
[KCI] (mM)
5000
4000
¢ 3000
=]
< 5000
1000
0
0.1 1 10 100
[CCh] (uM)
3000
2500
2000
31500
1000
500
. . . . 0
0.1 1 10 100

[1SO] (nM)

CS CE AS AE

0.1 1 10 100
[NPS] (uM)

CS - controle sedentario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentario, AE — anabolizante

exercicio. Dados analisados por Kruskal-Wallis (Dunn) e expressos em mediana e interquartil (25;75)

(n = 8): + p<0,01 vs. anabolizante exercicio.



Figura 24. Contratilidade in vitro de tiras isoladas de
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fundo gastrico apés adicdo de concentragdes

crescentes de KClI (a), CCh (b), ISO (c) e NPS (d) dos animais tratados e ndo tratados com decanoato

de nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.
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Figura 25. Contratilidade in vitro de tiras isoladas de duodeno apds adicdo de concentragfes
crescentes de KClI (a), CCh (b), ISO (c) e NPS (d) dos animais tratados e ndo tratados com decanoato

de nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.
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4.5 Morfometria duodenal apés o tratamento com decanoato de nandrolona
associado ao exercicio fisico.

A figura 26 apresenta fotomicrografia representativa da histologia duodenal. As
analises morfométricas mostram que no duodeno o exercicio fisico moderado reduziu
a espessura da camada de musculo circular (50,06+8,46 um), de musculo longitudinal
(28,32+6,84 um) e da tunica muscular total (85,33+13,82 pum) em comparacao com 0s
animais CS (58,32+17,42 um; 44,96+16,02 um; 106,9+28,14 um, respectivamente).
Jé o tratamento com a nandrolona aumentou a profundidade das criptas (131,8+21,87
pm) e a espessura das musculaturas circular (AS 82,76+£17,86 um) e longitudinal
(53,77+12,72 um), refletindo-se também no espessamento da tanica muscular total
(138,7+32,14 pum) em animais sedentarios. Ademais quando o tratamento foi
associado ao exercicio fisico, observa-se o aumento da tunica muscular total
(121,2+21,96 pm) e da camada submucosa (54,55£11,57 pm vs. CS 31,43+10,56
pum), bem como a reducdo da camada mucosa (604,8+57,43 um vs. CS 659,4+48,75
pm) (Fig. 27).

Figura 26. Fotomicrografia representativa da histologia do duodeno de animais tratados e nao tratados

com decanoato de nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira

motorizada.

CS - controle sedentario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentario, AE — anabolizante
exercicio. Coloracdo Hematoxilina&Eosina, amplificacdo 40x, escala = 25 pm.
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Figura 27. Morfometria das camadas mucosas e musculares do duodeno de animais tratados e nao

tratados com decanoato de nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida

em esteira motorizada.
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(Dunn) e expressos em mediana e interquartil (25;75) (n = 6): * p<0,05 vs. controle sedentario; # p<0,05

vs. controle exercicio; £ <0,001 vs. anabolizante exercicio.

4.6 Efeitos secundéarios do tratamento de decanoato de nandrolona associado
ao exercicio fisico nos padrdes de ingesta, marcadores bioquimicos e peso de
orgaos.

Com o acompamento diario dos animais durante o protocolo experimental foi
possivel determinar a média de peso semanal nos grupos estudados, conforme
ilustrado na tabela 01. Para avaliar a influéncia das intervenc¢des estudadas ao longo
do tempo no perfil de consumo hidrico e alimentar, o volume (mL) de agua e o0 peso
(g) de racéo foram medidos diariamente, mas apresentados como média semanal de
consumo para melhor visualizagcdo. De acordo com a tabela 02 o tratamento com o
decanoato de nandrolona reduziu a média semanal de ingesta de ragdo padrao no
grupo sedentéario a partir da primeira semana de tratamento em comparacao aos
animais controles. De forma inversa, o exercicio fisico aumentou transitoriamente o
consumo alimentar nos animais CE ao inicio do protocolo (semanas 1, 2 e 3) quando
comparados aos demais grupos (CS, AS e AE). No grupo AE, houve aumento da
ingesta nas semanas 1, 2 e 8 em comparacao aos animais sedentarios (CS e AS). No
gue concerne o consumo hidrico, na primeira semana de acompanhamento houve
uma reducdo discreta no volume de agua ingerido pelos animais execitados que foram
tratrados com o decanoato de nandrolona, em relacdo ao grupo CS, alteracao esta
gue foi revertida ao longo do do protocolo experimental. Observa-se também aumento
na ingesta hidrica dos animais CE nas semanas 1, 3 e 8 em relacdo aos demais

grupos (Tabela 03).
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Tabela 01. Média semanal de massa corporal (g) de animais tratados e ndo tratados com decanoato

de nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.

Grupos

CS (9) CE (9) AS (9) AE (9)
Semanal 299,1+10,7 296,9+7,9 302,7+9,5 289,6+10,3
Semana 2 319,0+9,4 316,7+9,8 324+30,9 321,0+11,8
Semana 3 338,274 322,846,8 328,4+13,7 319,7+5,8
Semana 4 345,1+7,8 325,2+5,8 336,9+15,1 315,8+6,2
Semana 5 356,9+14,0 340,2+7,8 346,9+10,3 321,3+5,7
Semana 6 355,7+10,3 349,745,3 341,3+9,7 323,6+£13,5*
Semana 7 387,2+8,5 357,0+7,4 343,6+14,5* 316,7+6,2*#
Semana 8 393,418,2 359,545,6 348,9+13,6* 313,5+4,9*

CS, controle sedentério; CE, controle exercicio; AS, anabolizante sedentario; AE, anabolizante
exercicio. Valores de média calculados em relagdo a 5 dias de acompanhamento por semana,
referentes ao peso corporal em gramas (n=10). Os dados estdo expressos como média + EP e
analisados por ANOVA (teste Tukey’s post hoc). * p<0,01 vs. controle sedentério; # p<0,05 vs. controle

exercicio.

Tabela 02. Média semanal de consumo alimentar (g) de animais tratados e nao tratados com decanoato

de nandrolona, submetidos ou nao ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.

Grupos

CS (9) CE (9) AS (9) AE (9)
Semanal 30,1+1,2 45,3+0,9*f 23,2+0,7*1 34,6t1,1*
Semana 2 34,8+1,7 52,5+0,8* 32,6+0,7 47,3+0,8*+
Semana 3 30,5%1,0 52,0+0,5* 24+0,9*1 32,2+1,8
Semana 4 32,0+2,4 38,0+2,1 23,2+0,9*f 35,3+1,1
Semana5 38,3+2,6 38,8+1,9 22,840,5*t 35,0+1,2
Semana 6 36,0+1,7 37,5+1,9 26,8+1,1*f 38,6+1,2
Semana 7 44,5+0,9 41,2+2,0 25,0+0,9*f 45,8+1,0
Semana 8 42,6x0,6 38,2+2,2 24,5£1,3*t  53,7+1,0*#

CS, controle sedentério; CE, controle exercicio; AS, anabolizante sedentario; AE, anabolizante
exercicio. Valores de média calculados em relacdo a 5 dias de acompanhamento por semana,
referentes ao consumo em gramas, por animal, por dia (g/animal/dia) (n=8). Os dados estdo expressos
como média + EP e analisados por ANOVA (teste Tukey’s post hoc). * p<0,01 vs. controle sedentario;
# p<0,05 vs. controle exercicio; + p<0,05 vs. anabolizante sedentédrio; ¥ <0,001 vs. anabolizante

exercicio.
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Tabela 03. Média semanal de consumo hidrico (mL) de animais tratados e néo tratados com decanoato

de nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.

Grupos
CS (mL) CE (mL) AS (mL) AE (mL)

Semanal 25,6+1,1 31,6+1,2*t 24,4+1,0 20,5+0,9*+

Semana 2 24,1+0,7 23,6+1,2 27,817 25,6+1,8

Semana3 26,3%1,8 36,6+1,2*t  26,2+1,7 24,1+£1,7

Semana 4 25,6+1,9 31,29+1,8 27,8+1,6 30,5+1,8

Semana 5 28,6+1,9 32,3+2,0 31,0+1,5 32,8+1,3

Semana6 32,0+1,5 30,5+1,4 32,0+1,8 31,3+1,6

Semana 7 34,8+1,9 29,8+1,0 30,0+1,6 31,7+1,6

Semana 8 31,3+2,1 38,6£1,5*t 28,8%£1,0 27,3+1,8
CS, controle sedentéario; CE, controle exercicio; AS, anabolizante sedentario; AE, anabolizante
exercicio. Valores de média calculados em relagdo a 5 dias de acompanhamento por semana,
referentes ao consumo em mililitros, por animal, por dia (ml/animal/dia) (n=8). Os dados estéo

expressos como média + EP e analisados por ANOVA (teste Tukey’s post hoc). * p<0,05 vs. controle
sedentario; + p<0,05 vs. anabolizante sedentério; 1 <0,01 vs. anabolizante exercicio.

A andlise de marcadores bioquimicos indica no grupo AE haver reducdo na
concentracéo sérica de creatinina (0,53+0,03 mg/dL vs. CS 0,69+0,02 mg/dL e CE
0,67+0,04 mg/dL; p<0,05) e aumento do nivel sérico de uréia (57,8+4,2 mg/dL vs. CS
38,0+1,8 mg/dL, CE 40,5+3,1 mg/dL e AS 39,4+3,6 mg/dL, p<0,01). Quanto ao perfil
lipidico, o tratamento crénico com decanoato de nandrolona associado ao exercicio
moderado reduziu os niveis de triglicérides (76,3+3,4 mg/dL) e colesterol total
(62,0+£3,4 mg/dL) em comparag¢do com ambos 0s grupos sedentarios, e suas porcoes
HDL (26,7+0,8 mg/dL), LDL (31,7+1,6 mg/dL) e VLDL (15,2+0,7 mg/dL) em relacéo
aos animais controles. J4 no grupo CE a corrida em esteira mostrou-se capaz de
aumentar os niveis séricos de triglicérides (78,6+1,9 mg/dL; p<0,0001), colesterol total
(64,3+1,9 mg/dL; p<0,0001), LDL (35,45+1,6 mg/dL; p<0,05) e VLDL (15,7+0,4 mg/d;
p<0,0001) em relacdo aos animais CS. Os animais sedentérios tratados com a
nandrolona apresentaram resultados semelhantes, com discreta reducéo triglicérides
(92,3+4,4mg/dL; p<0,05), colesterol total (78,0+4,4 mg/dL; p<0,05), LDL (33,3+£1,0
mg/dL; p<0,01) e VLDL (18,4+0,8 mg/d; p<0,05) em relag&o aos animais CS. Por outro

lado, inexistiu diferencas significantes nos niveis sericos de proteinas totais e enzimas
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marcadoras da condicdo hepatica (aspartato transaminase, alanina transaminase e

fosfatase alcalina) entre os grupos estudados (Figura 28).

Figura 28. Par@metros bioquimicos avaliados em animais tratados e néo tratados com decanoato de

nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.
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CS - controle sedentéario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentario, AE — anabolizante

exercicio; ALT, alanina transaminase; AST, aspartato transaminase; HDL, lipoproteina de densidade

alta; LDL, lipoproteina de densidade baixa; VLDL, lipoproteina de densidade muito baixa. Dados

analisados por ANOVA (Tukey) e expressos em médiazEP (n=10): * p<0,05 vs. controle sedentario; #

p<0,05 vs. controle exercicio; + p<0,05 vs. anabolizante sedentario.
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Ainda é possivel notar que o tratamento com DN resultou no aumento do peso
relativo do coracdo (AS 0,38+0,009 e AE 0,380,009 vs. CS 0,31+0,01 e CE
0,31+0,02) e dos rins direito e esquerdo (AS 0,387%0,013; 0,361+0,009 e AE
0,411+0,009; 0,384+0,005 vs. CS 0,305+0,008; 0,305+0,01 e CE 0,31+0,005;
0,30+0,007), com ou sem sua associacao ao exercicio fisico moderado. Ja o peso do

figado e do baco néo diferiu significativamente dentre os animais estudados, conforme
ilustrado pela figura 29.

Figura 29. Peso relativo de 6rgéos (g/100g) de animais tratados e ndo tratados com decanoato de

nandrolona, submetidos ou ndo ao exercicio fisico moderado por corrida em esteira motorizada.
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CS - controle sedentéario, CE — controle exercicio, AS — anabolizante sedentéario, AE — anabolizante

exercicio. Dados analisados por ANOVA (Tukey) e expressos em médiatEP: * p<0,01 vs. controle
sedentério; # p<0,01 vs. controle exercicio.
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5. DISCUSSAO

Este estudo mostra a notavel influéncia do uso abusivo de decanoato de
nandrolona na funcdo gastrintestinal, com ou sem a associa¢do do exercicio fisico
moderado. O seguimento ao longo do tempo mostrou o tratamento supraterapéutico
com a nandrolona acelerar o esvaziamento gastrico de liquidos a partir do dia 28 do
protocolo em ambos 0s grupos que receberam o farmaco, enquanto a corrida em
esteira parece afetar a velocidade de esvaziamento de liquidos de forma mais pontual
e transitdria no inicio do protocolo, sugerindo seu efeito agudo ser revertido com a
adaptacdo do exercicio fisico moderado. Quando a natureza do alimento teste é
alterada para refeicdo solida destaca-se de forma aguda tanto o tratamento com
nandrolona quanto o exercicio fisico isolado acelerarem o esvaziamento gastrico mas
com a evolucdo do protocolo apenas os animais que receberam o decanoato de
nandrolona demostram ter esvaziamento mais rapido. Além disso, identificamos
consideraveis variacdes no monitoramento da pressao intraluminal na regido fandica
do estbmago, com o0 aumento da area sob a curva da pressao intragastrica refletindo-
se no aumento da amplitude e diminuicéo da frequéncia das contragcées nos animais
sedentarios tratados com a nandrolona. O exercicio fisico isolado também alterou tais
parametros, havendo contracdes mais intensas porém menos frequentes nos animais
controle submetidos a corrida. Na tentativa de compreender a resposta contratil
vinculada a tais alteracBes do esvaziamento do estdmago, observamos importantes
alteracbes na contratilidade gastrintestinal. Desta forma, demonstrou-se maior
responsividade in vitro ao agonista muscarinico carbacol nas tiras de fundo e duodeno
em animais sedentarios tratados com a nandrolona, assim como maior relaxamento
via oxido nitrico no duodeno. Ja nos animais controle exercitados apenas o antro
gastrico mostrou ser menos responsivo ao relaxamento por isoproterenol. Ademais,
foram encontradas alteracfes importantes na morfometria duodenal, destacando-se o
espessamento das camadas musculares relacionado ao tratamento com a nandrolona

e 0 adelgacamento das mesmas quando o exercicio fisico moderado foi estudado.

Enquanto o exercicio fisico regular seja pratica incentivada para a prevencao e
tratamento em diversas comorbidades, assim como para melhorar o bem-estar fisico
e mental (Pereira et al., 2015), o binbmio exercicio fisico-anabolizantes é tema de
ampla discussao no ambito do esporte, sendo seu uso indevido entre ndo-esportistas

objeto de preocupacéo no Brasil e no mundo. E fundamentado que o comportamento
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sedentario foi intimamente impactado nos recentes anos frente a pandemia de
COVID-19, quando considera-se as restricdes durante o distanciamente e isolamento
social adotadas pela maioria dos paises como forma de enfrentamento da infeccao
(Park et al., 2022; Wunsch et al., 2022). Estima-se que houve uma reducdo de ao
menos 20% na prética fisica no mundo em diferentes faixas etarias, impactando
negativamente na saude e no desenvolvimento, em especial no que se refere a

populacao jovem (Neville et al., 2022).

Ademais, é estritamente proibido a utilizagdo de esterbides anabolizantes para
fins estéticos ou para aumentar o rendimento esportivo pois estdo relacionados a
diversos efeitos colaterais agudos e crénicos, em especial entre adolescentes e
jovens. Além disso, a pratica de injecfes repetidas eleva o risco de transmissdo de
infecgbes como HIV e hepatites (Ministério da Saude, 2017). Em contrapartida, ha
escassos estudos envolvendo EAA em seres humanos devido diversos obstaculos
éticos e operacionais referentes a obtencao de voluntarios, adesao e adequacéao dos
protocolos, ampliando variaveis e dificultando a interpretacéo dos resultados (Cotman
e Berchtold, 2002; Shephard, 2003; Sagoe et al., 2014). Assim, as pesquisas com
animais de laboratorio se tornam ferramenta crucial para elucidar as repercussoes
fisiol6gicas da pratica fisica e do abuso de EAA em diversas condicfes experimentais
(Moreira et al., 2013; Sagoe et al., 2014; Almeida et al., 2022). A padronizagéo de
protocolos experimentais de exercicio fisico visa reproduzir da melhor maneira
possivel as adaptacOes fisiologicas, avaliando de modo comparativo a influéncia de
determinadas cargas no metabolismo entre as espécies (Gobatto et al., 2013; Scariot
et al., 2016).

Segundo Manchado e colaboradores (2005), atividades como a corrida em
esteira desencadeiam uma série de respostas fisiologicas para melhorar o
fornecimento de oxigénio as células musculares, otimizando assim o metabolismo e
levando a estabilizagdo do lactato sanguineo em animais treinados. Desta forma, os
autores propuseram utilizar as concentracdes de lactato para estimar a intensidade
de esforco fisico. O teste do lactato minimo proporciona informacdes sobre o limiar
anaerobio em diferentes modalidades fisicas, visto comecar a se acumular
desproporcionalmente no sangue durante exercicios progressivos (Jones e Doust,
1998; Scariot et al., 2016). A quantificacdo do lactato sérico reflete a transicdo nas

vias metabolicas para a producdo de energia de forma aerdbia para anaerdbia,
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podendo o animal ser mantido nessa intensidade por longo periodo de tempo sem
causar fadiga (Gobatto et al., 2013). Os dados obtidos neste trabalho corroboram
diversos estudos prévios, onde animais submetidos a corrida em esteira apresentaram
aumento importante nos niveis séricos de lactato em relacdo aqueles sedentérios,
mas sem atingir o grau caracterizado como intenso (Manchado et al., 2005; Chen et
al., 2008; Brito-Vieira et al., 2014; Almeida et al., 2022). Ademais, hotamos a evidente
melhora do desempenho no teste de capacidade maxima pelos animais treinados, ao
demonstrarem resposta aprimorada ao esfor¢co fisico mediante aumento da
velocidade méxima atingida e da distancia percorrida. Sendo assim, o protocolo de
exercicios adotado trouxe desdobramentos correspondentes a pratica fisica de

intensidade moderada.

Também vimos, pela analise da composi¢cdo corporal por bioimpedancia, o
exercicio fisico crénico atuar de maneira mais marcante na relacdo entre agua e
gordura. Além disto, observou-se efeito dual do decanoato de nandrolona na
composicdo corporal dos animais, dependente do tempo de tratamento. E
interessante que, apesar de seu efeito anabdlico marcante, o tratamento isolado com
a nandrolona modificou o equilibrio entre massa gorda e massa livre de gordura no
modelo animal de uma forma insconstante. Mesmo com a diminui¢do do consumo da
racdo padrdo, em especial apdés a fase aguda do protocolo, nossos animais
sedentérios tratados com o decanoato de nandrolona tiveram um maior acimulo de
massa gorda e diminuicdo da massa magra, sendo que este quadro invertido quando

o farmaco estudado foi associado ao exercicio por corrida em esteira.

Os efeitos da nandrolona na massa corporal esta frequentemente relacionado a
diminuicdo do consumo alimentar, porém os AAS tém potencial acdo no metabolismo
direto de lipidios, aumentando a lipdlise e inibindo a adipogénese (Frederiksen et al.,
2012; Magalhaes et al., 2020; Bond, Smit e Ronde, 2022). Pozzi e associados (2021)
demonstraram que, apesar da nandrolona alterar parametros hormonais sobre o
balanco energético e o controle da fome/saciedade (i. e., diminuindo a leptina
plasmatica), ela ndo pareceu ter efeitos acentuados no perfil de massa corporal em
animais sedentarios (Pozzi et al., 2021). Tal discrepancia pode estar relacionada a
diferenca nos esquemas de tratamento: por se tratar de um anélogo de horménio o do
tempo de tratamento é relevante ao estabelecimento dos seus efeitos (Bond et al.,
2022).
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Em relacdo ao treinamento fisico, a literatura mostra dados controversos tendo
em vista a ampla variabilidade nos programas de exercicio fisico adotados, porém é
reconhecido o potencial positivo da pratica fisica regular na reducdo da massa gorda
corporal (Hartsook e Nee, 1976; Yeh et al., 1994; Narath, Skalicky e Viidik, 2001; Hao
et al., 2010, Moraes et al., 2016). O treinamento fisico, especialmente programas
aerobicos e crbnicos, € capaz de reduzir o peso corporal, a gordura corporal total e a
sinalizacao de insulina no musculo esquelético e tecido adiposo (Tjonna et al., 2008).
Em ratos, o exercicio crbnico potencialmente altera a composi¢cdo corporal ao
promover a perda de tecido adiposo e aumentar a sintese protéica e a massa
muscular, processo variavel segundo a natureza da atividade fisica (Gobatto et al.,
2013; Coll-Risco et al., 2016). Além disso, a corrida em esteira diminuiu o percentual
de gordura localizada na regido epdidimal apés 5 semanas (Fediuc, Campbell e
Riddell, 2006).

Ja esta bem estabelecido que alteragdes no perfil do esvaziamento gastrico e no
transito intestinal poderem ocasionar movimentacdo anormal do conteddo luminal,
interferindo na capacidade de digestao e absorcao de nutrientes e farmacos pelo TGl
com repercussodes no balango energético e na saude do individuo (Phillips et al., 2015;
Valentin et al., 2015). Funcionalmente, o TGl atua de maneira altamente especializada
na interface entre o ambiente externo para obtencdo e o ambiente interno para
consumo de reservas energéticas essenciais para a realizacao das atividades vitais.
Uma motilidade gastrintestinal coordenada permite processos digestivos e absortivos
eficientes para atender as necessidades nutricionais (Szarka e Camilerri, 2009). Desta
forma, as caracteristicas fisico-quimicas da refei¢cao ingerida influenciam o padrédo do
esvaziamento gastrico, principalmente ao se considerar (1) a natureza da refeicao
teste, se solida, liquida ou pastosa (Hinder e Kelly, 1977), (2) a composicéo calorica
da mesma (Calbet e MacLean, 1997) e (3) o volume da refeicdo, pois aquelas de

menor volume apresentam esvaziamento gastrico mais rapido (Moran et al., 1999).

O método tido como padréo-ouro para verificar a taxa de esvaziamento gastrico
€ a cintilografia. Porém, a técnica tem como desvantagens o uso de material radioativo
e 0 custo elevado da respectiva aparelhagem, restringindo o seu uso (Szarka e
Camilerri, 2009). Como método alternativo, surgiu a verificagdo indireta do
esvaziamento gastrico pelo **CO- expirado, a qual tem ganho crescente nimero de

adeptos (Karamanolis et el., 2007; Hauser et al., 2016), por ser teste relativamente
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barato, seguro e capaz de ser replicado em ocasifes consecutivas (Braden, 2009). As
curvas de concentragdo de 3CO, em fungdo do tempo obtidas obtidas nas amostras
de ar expirado serviram de base bruta para o célculo proposto por Podczeck e
colaboradores (1995), no qual define-se o tempo médio de esvaziamento gastrico
como o tempo em minutos no qual a quantidade média de is6topo marcado foi
liberado, ponderado pela area sob a curva de esvaziamento. Este calculo vem sendo
empregado para sumarizar — na dimensdo tempo (min) — a saida do alimento do
estbmago, quando disponiveis técnicas baseada na deteccdo da concentracdo de
uma substancia marcadora ingerida (Cora, et al., 2005; Quini et al., 2012; Lima et al.,
2017; Dallagnol et al., 2020).

Neste sentido, nossos dados mostram a nandrolona acelerar o esvaziamento
gastrico de liquidos e solidos, de forma aguda e crbnica, tanto administrada
isoladamente quando associada ao exercicio fisico moderado. Durante o seguimento,
houve mudanca nitida no perfil de esvaziamento gastrico ao final do protocolo —
periodo no qual as sessdes de corrida em esteira repercutem a intensidade moderada
de esforco fisico e o tratamento com a nandrolona ultrapassa o limiar subcrénico —
indicando a capacidade da pratica fisica moderada de compensar, ao menos parcial
e transitoriamente, os efeitos deletérios do tratamento com a nandrolona. A rotina de
exercicio fisico pode ser capaz de modificar de forma contrastante a velocidade de
esvaziamento gastrico, bem como visto por Cavalcante e colaboradores (2018) ao
observar o exercicio agudo retardar o esvaziamento gastrico de liquido, fenbmeno que
parece ser mediado pela via do éxido nitrico, com envolvimento de receptores do fator
liberador de corticotrofina (CRF) e peptideo vasoativo intestinal (VIP) (Cavalcante et
al., 2018).

Levando em consideracédo a acao de substancias androgénicas no perfil de saida
do alimento do estbmago, niveis diminuidos de estradiol combinados com o aumento
de progesterona j& foi vinculado a inibicdo de contracdes géstricas e lentificagdo do
esvaziamento gastrico em roedores (Matos et al., 2016). A deficiéncia de estradiol
pode estar ligada ao esvaziamento gastrico lentificado via inibicdo do relaxamento
gastrico pela via éxido nitrico (NO) (Ravella et al., 2010) e parece sofrer influéncia
significativa do sexo bioldgico do individuo, observando-se por exemplo expresséo
aumentada de receptores androgénicos (ERa Erp) no tecido gastrico em fémeas

(Al-Shboul et al., 2018). Em um estudo anterior, demonstramos que o tratamento com
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decanoato de nandrolona acelerou o esvaziamento gastrico em ratos, alteracdo esta
gue se desenvolveu independentemente da adicdo do protocolo de exercicio fisico
(Hauschildt, 2017).

Um dos estimulos a saida do alimento do estémago € a distensdo géstrica.
Assim, o tbnus inerente da parede gastrica e o relaxamento receptivo do fundo do
estbmago culminam no aumento da pressédo intraluminal apés a chegada de uma
refeicdo, resultando na distencdo da regido proximal (Jacobs, Quingley e Rikkers,
1990; Boeckxstaens et al., 2016). Além disso, as contracdes fasicas do antro que
servem para triturar e misturar o conteudo do estémago — quando coordenadas e
regulares — impulsiona-o em direcdo ao duodeno, resultando no esvaziamento
gastrico (Boeckxstaens et al., 2016). Assim, o aumento da complacéncia gastrica
associada a contragfes de maior amplitude podem gerar um esvaziamento gastrico

acelerado conforme observado neste estudo.

O transito gastrintestinal e a contratilidade do musculo liso, além da presséo
intraluminal, sdo importantes parametros de motilidade (Huizinga, 2019). Nosso
estudo mostrou o decanoato de nandrolona acelerando o transito intestinal de uma
refeicdo liquida, a medida que a progressao mais rapida do alimento ao longo do
intestino delgado possa estar vinculada ao aumento da responsividade colinérgica no
duodeno. Diferentes substancias sdo capazes de modificar a contratilidade do TGl,

assim como os inumeros programas, frequéncias e intensidades de treinamento fisico.

Os horménios androgénicos influenciam intensamente a movimentacdo do
conteddo intestinal. Ja foi reportado transito intestinal retardado devido a niveis
elevados de progesterona e estradiol, estando estes vinculados a inibicdo da
contracao do musculo liso intestinal (Herman et al., 2010). Além disso, a progesterona
modula o sistema 5-HT do colon, que é conhecido por regular o peristaltismo (Atkinson
et al., 2006). De acordo com Gonzalez-Montelongo e associados (2010), a pré-
exposicdo da musculatura ileal a testosterona ou ao seu metabdlito ativo, a
diidrotestosterona (DHT), resultou no aumento da resposta contratil do tecido ao
estimulo do calcio extracelular e a exposi¢cado ao CCh, indicando que esses hormoénios
esterdides podem ser moduladores fisioldgicos da contratilidade no TGI. Sugere-se
ainda que tais acdes indutoras da contracdo tecidual podem estar relacionadas a
sensibilizacao ao calcio do musculo liso intestinal (Gonzéalez-Montelongo et al., 2006;

Gonzalez-Montelongo et al., 2010).
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Em relacdo aos agentes estudados na contratilidade in vitro das tiras
gastrintestinais, sabe-se que o KCl e o CCh causam resposta de contracao bifasica,
constituida por contracao inicial fasica seguida por contracdo tdnica, que se mantém
durante o periodo de exposi¢cdo a essas substancias (Triggle e Triggle, 1976; Triggle
et al., 1989; Burgen, 1989; Maruyama et al., 1999). A resposta contracturante parece
estar vinculada ao Ca*? extracelular e ao Ca*? intracelular no musculo liso (Abdel-
Latif, 1989). O KCI e o CCh utilizados para avaliar o efeito contratil das tiras de antro,
de fundo e de duodeno apresentaram estimulacdo positiva a atividade contratil
(Maruyama et al., 1999; Peachey, Hourani e Kitchen, 1996). Todavia, 0 mecanismo
de acdo destas substancias difere: em relacdo ao KCI, altas concentracdes de
potassio induzem contracdo do muasculo liso mediada por despolarizacdo da
membrana celular e aumento de influxo de Ca*? por meio de canais operados por
voltagem (Hipdlito et al., 2009); j& o CCh, um agonista muscarinico, age via receptor

por resposta farmacomecanica (Maruyama et al., 1999).

A acdo dos farmacos de efeito relaxante, isoproterenol (agonista .-adrenérgico)
e 0 NPS (doador de NO), se da por meio de interacdo com receptor especifico, inibindo
a despolarizancdo Ca*? dependente (Jenkinson e Morton, 1967; Karaki et al., 1988;
Papapetropoulos et al, 1996; Nakahira et al., 2001; Tepavcevi¢ et al., 2008). A
resposta nitrégica ao longo dos segmentos gastrintestinais é de suma relevancia para
0s processos digestivos. O NO age na inibi¢cdo do tonus do esfincter esofagico inferior
e atua na acomodacéo do estbmago proximal, permitindo assim a entrada de alimento
no estdbmago durante a degluticdo (Burns et al., 1996; Kim, Goyal e Mashimo 1999;
Sanders e Ward, 2019). No intestino delgado, Voussen e colaboradores (2018)
sugerem que a via intrinseca de liberagcdo de NO est4 envolvido na regulacédo do
tbnus e na amplitude das contracOes espontaneas em roedores (Voussen et al., 2018).

Outro dado relevante obtido foi 0 aumento da espessura das tanicas musculares.
Vimos as camadas de musculo circular e longitudinal do duodeno mais espessas no
animais sedentarios tratados com a nandrolona, podendo estar ligada a
potencializacdo da atividade contratil do tecido. Paralelamente, o exercicio fisico
causou o adelgacamento das tunicas de musculo liso duodenal. De maneira
interessante, o anabolizante em associacdo com a pratica fisica parece ter maiores
desfechos em alterar os componentes da camada mucosa e submucosa, sendo

contrabalanceados os efeitos isolados das duas intervengdes a nivel muscular. A
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musculatura do intestino pode responder ao estimulo anabdlico com o aumento de
volume da célula muscular — causando a hipertrofia — ou até através do processo de
hiperplasia (Soenen et al., 2015). Consensualmente, com o aumento do maquinario
celular de células mioentéricas ha um maior potencial para a contragéo para o musculo
liso (Modlinski e Fields, 2006; Soenen et al., 2015).

Tanto a pratica fisica quanto o uso de farmacos esteréides anabdlicos-
androgénicos estdo relacionados a repercussfes no trato gastrintestinal, como
disturbios na secrecdo de sais biliares, nauseas, vomitos, diarreia e sangramento
gastrintestinal (Modlinski e Fields, 2006; Buttner e Thieme, 2010). Experimentalmente,
ja foi constatada a existéncia de receptores androgénicos na musculatura lisa em ratos
(Takeda et al., 1990). Além disso receptores para androgenos foram encontrados em
células esofagicas e intestinais no homem, significando a musculatura lisa do TGI ser
potencial alvo para atuacéo direta do farmaco (Fisher et al., 1978; Waliszewski et al.,
1997). Também, alguns dos efeitos colaterais da nandrolona, quando em doses
supraterapéuticas, podem ser mediados pela sua aromatizacdo enzimatica em
estradiol nos tecidos periféricos, que passa entdo a interagir com os receptores de

estrogénio (Shahidi, 2001; Lindblom et al., 2003; Modlinski e Fields, 2006).

Neste estudo avaliamos alguns paramétros indiretos do metabolismo na tentativa
de evidenciar alguns efeitos sisttmicos do decanoato de nandrolona. No que diz
respeito ao peso relativo de 6rgéos, o uso da nandrolona em associa¢ao ao exercicio
fisico aumentou o peso do coracdo e de ambos os rins. A influéncia do DN no
desenvolvimento de anomalias cardiacas vem sendo amplamente descrita, ja tendo
sido atribuida a altera¢cdes morfoldgicas nas células cardiacas, aumento da deposicao
de coldgeno na matriz extracelular, prejuizos no controle reflexo da presséo arterial e
inducao da inflamacé&o na musculatura do coracao (Sullivan et al., 1998; Franquni et
al., 2013; Hassan e Kamal, 2013; Brasil, 2015).

No que concerne o equilibrio eletrolitico e a metaboliza¢do dos xenobioticos, 0s
rins agem de forma sistémica e regulada na manutencdo da homeostase do
organismo, mantendo o volume corporal por meio dos processos de filtracdo
glomerular, reabsorcdo tubular, metabolismo, producdo e sitio de atuacdo de
horménios, tornando seu funcionamento adequado imprescindivel (Sodré et al., 2007).
O decanoato de nandrolona tem nitida associacdo com a hipertrofia renal,

principalmente devido a deposi¢cdo de colageno na matriz das células (Brasil et. al,
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2015) e aumento do volume dos tubulos contorcidos proximais e distais (Hoseini et
al., 2008). Sendo assim, além do efeito direto do farmaco em receptores androgénicos
no tecido renal, o aumento no peso relativo dos rins pode ser um indicativo indireto de
toxidade da substéncia biolégicamente ativa, visto que seu uso supraterapéutico
possa culminar em maior necessidade de excrecado renal dessa substancia (Kohler e
Lambert, 2002; Riezzo et al., 2014). Um dos parametros que podem estar
relacionados com a condicao renal é a taxa de depuracéo (clearance) de creatinina e
uréia (Sodré et al., 2007; Brazzano et al., 2015). Entretanto as concentragcfes sérica
de creatinina — vinculada a estimativa de filtracdo glomerular — e de uréia — indicativo
da reabsorcao nos tubulos renais — sofrem influéncia de inUmeros fatores relacionados
ou ndo ao abuso de substancias e ao exercicio fisico (Segura et al., 2002; Sodré et
al., 2007; Costa de Oliveira al., 2009).

Concomitantemente, os efeitos do exercicio fisico e da nandrolona no perfil
lipidico € alvo de interesse no estudo do binbmio atividade fisica-anabolizantes. O
papel do exercicio fisico na prevencéo e melhora da dislipidemia é bem documentado
(Durstine e Haskell, 1994; Eriksson, Taimela e Koivisto, 1997; Castaneda et al., 2002;
Botezelli et al., 2011; Strasser, 2013; Lira et al., 2014). Além disso, o0 aumento dos
niveis plasmaticos de HDL associados com a adocédo da prética fisica regular e outras
mudancas no estilo de vida merecem destaque por estarem fortemente relacionados
com a diminuicdo de doencas coronarianas e metabdlicas (Kodama et al., 2007;
Hamer et al., 2014; Ruiz-Ramie et al., 2019). Em modelos experimentais, o exercicio
agudo mostrou-se capaz de reduzir os niveis séricos de triglicérides, colesterol e LDL,
assim como o conteudo lipidico hepético de ratos submetidos a dieta rica em frutose
e colesterol (Devi et al., 2003; Damasceno et al., 2013, Sakr, 2013). Por outro lado, o
papel dos EAAs no metabolismo lipidico relaciona-se com (Rosca et al., 2019). No
protocolo experimental adotado, a associacdo entre o tratamento com DN e o
exercicio fisico parecem agir em sinergia na melhoria do metabolismo lipidico, com
maior detaque para os efeitos isolados do exercicio moderado no colesterol e suas

porcoes.

Por fim, a elucidacdo dos possiveis efeitos gastrintestinais dos esteroide-
anabolico-androgénicos se mostra relevante tendo em vista a complexidade das
interacdes entre o sistema digestivo e o aporte energético do individuo. Mesmo com

a proibicdo destas substancias no esporte, seu uso nao-terapéutico € uma realidade
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alcancavel aqueles que visam o ganho de massa corporal e melhora da forca fisica
entre ndo-atletas, o que aponta para a necessidade de melhor entendermos o farmaco
para além dos eixos renal, cardiovascular e hepatico. Dentre as possibilidades
promissoras para explorarmos detalhadamente estd a melhor compreenséo da
sinalizacdo colinérgicas e nitrégicas que parecem envolvidas com a dismotilidade
gastrintestinal encontrada apos o tratamento com o decanoato de nandrolona. Ainda,
levando em consideracdo a modulacdo dos hormbénios androgénicos endogenos, se
torna vital explorarmos a influéncia dos sexos biologicos frente aos efeitos do
decanoato de nandrolona, fazendo-se necessarios estudos das repercussdes

gastrintestinais em organismos fémeas.
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6. CONCLUSAO

Nosso estudo teve ponto norteador a caracterizacdo das repercussoes
gastrintestinais relacionadas ao uso de um esterdide anabolizante, com e sem

associacdo ao modelo de exercicio fisico moderado. Assim, concluimos que:

[1] O treino de corrida por esteira se mostrou um protocolo experimental condizente
com esforco de intensidade moderada, causando acumulo de lactato sérico
imediatamente apds a sessao de corrida porém nao ultrapassando o limiar
considerado anaerdbico, fortalecendo a idéia de que as o exercicio fisico acarreta
em efeitos metabdlicos positivos;

[2] O decanoato de nandrolona, quando utilizado em faixas supraterapéuticas,
demonstrou ter forte influéncia na motilidade gastrintestinal, tanto aguda como
cronicamente. Houveram mudancas notaveis no padrao de esvaziamento gastrico
de refei¢cdes solidas e liquidas, na complacéncia do estdmago, na contratilidade
gastrica in vitro e in vivo e no transito intestinal;

[3] Apesar dos beneficios do exercicio fisico moderado, 0 mesmo néo foi capaz de
reverter o comprometimento da funcdo gastrintestinal causado pelo abuso da
substancia farmacologicamente ativa. Mesmo isoladamente, a pratica fisica
causou sutil alteracbes no esvaziamento gastrico e na frequéncia e amplitude das
contracbes gastricas in vivo, chamando atencdo para a necessidade de
planejamento racional quando o exercicio fisico é recomendado como tratamento
para diversas doencas;

[4] O decanoato de nandrolona, com e sem a associacdo ao exercicio fisico por
corrida, alterou diversos parametros bioquimicos e causou mudancas significativas

em parametros indiretos de toxidade, especialmente renal.
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ANEXO Il

Ingredientes
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CONTEM GLUTEN. BEBIDA LACTEA NAO E IOGURTE.
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Gorduras poli-insaturada 0,1g i
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Sodio 128mg 5%
Célcio 180mg 18%
Ferro 2,6mg 19%
Vitamina A 114 ug RE 19%
Vitamina D 2,8 ug 56%
Vitamina C 6,8mg 15%
Vitamina B2 0,23mg 18%
Niacina 2,9mg 18%
Vitamina B6 0,24mg 18%
Vitamina B12 0,46 ug 19%

*% Valores Didrios de referéncia com base em uma dieta de 2.000 Kcal ou 8.400 kJ. Seus valores diarios podem ser maiores ou menores dependendo de suas
necessidades energéticas. ** VD ndo estabelecido. Este produto apresenta 41% menos gorduras totais quando comparado a média de mercado. Este € um alimento
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Abstract

The misuse of anabolic androgenic steroid associated or not with physical workouts disrupts gastrointestinal (GI) function
homeostasis. Our goal was to investigate the effects of nandrolone decanoate (ND) and moderate swimming on the Gl transit of
solid meals, Gl motor contractility, and intestinal histology in rats. Male Wistar rats were allocated to four groups that received
intramuscular injections of ND (5.0 mg/kg) or vehicle (60.0 mL) and were submitted or not to swimming sessions (60 min, 5%
body weight overload) for 4 weeks. Gastric emptying, intestinal transit, in vitro Gl contractility, intestinal morphometry, and
duodenal mucosal mast cells were evaluated in all experimental groups. ND treatment accelerated gastric emptying, slowed
small intestine transit time, enhanced gastric carbachol-mediated reactivity, decreased crypt depth and villus height, reduced
mucosal thickness, and increased the circular and longitudinal muscle layer thickness of the duodenum in sedentary rats.
Moderate exercise accelerated intestinal transit time and reduced submucosa thickness. In vehicle-treated animals, a strong
negative correlation was found between intestinal transit and mucosal mast cells, which was reversed by ND treatment.
Combining ND treatment and swimming accelerated gastric emptying, increased duodenal cholinergic reactivity, inhibited the
sodium nitroprusside relaxing response, increased the number of duodenal mast cells, decreased villus height, and increased
the thickness of all muscle layers. ND changed the morphological and functional properties of the Gl tract over time, with intense
dysmotility, especially in sedentary animals, but moderate exercise seemed to have played a compensatory role in these

harmful effects in the gut.

Key words: Anabolic androgenic steroids; Gastrointestinal motility; Gastrointestinal transit; Swimming

Introduction

Anabolic androgenic steroids (AAS) are synthetic
molecules chemically similar to testosterone that were
originally synthesized for treating hypogonadism (1).
Nandrolone decanoate (ND) is one of the most popular
injectable drugs prescribed as anabolic therapy for several
clinical conditions including burns, radiation therapy,
surgery, trauma, anemia, chronic kidney disease, and
osteoporosis in postmenopausal women, among others (2).
However, over the years, ND has been commonly misused
in higher than therapeutic doses for improving physical
performance and body composition (3). Supratherapeutic
doses can lead to a wide range of side effects in several
organs and systems, both in animals and humans (2,4). ND
has shown deleterious effects on the nervous system,
impairing central neurotransmission via GABAA, serotonin,
and dopamine receptors, decreasing cell proliferation and
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neurogenesis, and impairing cardiac and vascular auto-
nomic regulation (1,5,6).

The gastrointestinal (Gl) tract is a potential target of
endogenous AAS (7-9) and thus susceptible to the action
of testosterone derivatives - either by direct interaction or
aromatization into estradiol (2). AAS misuse can disturb
gut physiology by eliciting malabsorption, nausea, vomit-
ing, diarrhea, Gl irritation, and abdominal pain (10).
Furthermore, physical activity has been prescribed for
the management of gut dysmotility (11), but the effects of
physical exercise on Gl motor behavior are controversial
(12-14) and influenced by differences in experimental
conditions and protocols (13).

Gut motility is closely controlled by a complex neuro-
endocrine network, including mucosal mast cells (15).
Mast cells are widely distributed in the gut and influence
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blood flow, smooth muscle contractions, peristalsis,
mucosal secretion, and immune response (16). Several
stimuli activate mast cells, which release agents that can
disrupt the integrity of the gut epithelial barrier and its
permeability (16). Moreover, the direct interaction between
mast cells and enteric nervous system cells may also alter
the motility patterns of the gut (15).

The relationship between AAS misuse, physical
exercise, and Gl motility, including mast cell activation,
remains unclear. Studies using animal models provide
valuable information about the side effects of AAS misuse
in several conditions. Additionally, animal models are also
useful in addressing issues regarding pathophysiological
mechanisms, generating solid experimental evidence with
a potential contribution to translational research (17).
Thus, the present study investigated the combined effects
of ND and moderate swimming workout on the gut transit
of a solid meal, Gl motor contractility, intestinal morphom-
etry, and mucosal mast cells in rats.

Material and Methods

Ethical approval

All of the experimental procedures were conducted
according to the National Institutes of Health Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, following the Animal
Research: Reporting of In Vivo Experiments protocol,
and after approval by the Ethics Committee on Animal
Research of the Federal University of Mato Grosso
(protocol No. 23108.049862/13-3).

Animals and experimental design

Male Wistar rats (weighing initially 250-300 g, n=28
animals) were randomly assigned to one of four groups
(n=7 animals/group) treated with vehicle (peanut oil) or
ND: sedentary vehicle (SV; sedentary animals treated with
vehicle), exercise vehicle (EV; animals trained to swim
and treated with vehicle), sedentary ND (SN; seden-
tary animals treated with ND), and exercise ND (EN;
animals trained to swim and treated with ND). The animals
were housed in polycarbonate cages with wire lids
and hardwood chips for bedding and were maintained
under controlled conditions of temperature (22+1°C),
humidity (50*=10%), and a 12-h light/dark cycle with free
access to chow and water. Body weight was measured
daily at 7:00 am and weekly weight gain was determined
as the difference between the weight on the last and
first day of the week. These measurements were used
to assess the correlation between weight loss and ND
treatment.

Drug and vehicle treatment protocols

ND (Deca-Durabolin, Schering-Plough, Brazil) at 5.0
mg/kg or peanut oil (60.0 mL), according to the experi-
mental group, was administered by intramuscular injection
5 days per week for 4 weeks. The injections were given
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alternately in the left and right hind leg. ND dose was
based on previous studies in rodents (18,19).

Exercise protocol

The exercise program was adapted from de Aradjo
et al. (20). Our study adopted a swimming protocol with a
load of 5% of body weight. The intensity of this protocol is
considered moderate. However, to confirm this informa-
tion, blood lactate was measured. Two weeks before the
tests, rats were exposed to water for 10 consecutive days.
Firstly, they were placed in tanks (8G¢150 cm) filled to a
maximum depth of 10 cm of water at 31%=1°C for 10 min
daily for 5 days. For the next 5 days, the exposure time
increased gradually by 10 min per day until a maximum of
60 min. At this stage, two animals from the trained group
were simultaneously placed in the same tank (B100 cm
water depth) and the sedentary animals remained in the
shallow water (10 cm). Adaptation periods were neces-
sary to reduce physiological changes due to stress since
forced swimming was not applied (20,21).

The exercise protocol consisted of moderate-intensity
swimming. Trained rats were placed individually for 60 min
in the same tanks filled with water (31£1°C) to a depth of
100 cm, and with a 5% body weight load attached to their
tail. Swimming sessions were performed 5 days/week for
4 weeks in the morning and immediately after ND or
vehicle administration. Sedentary animals remained in
shallow water for the same time interval without the weight
load (21). Trained animals were kept in the swimming
status throughout the training session under continuous
supervision by the authors, preventing them from reaching
the bottom or hanging on the side of the tank (20,22).
Animals that showed persistent immobility in the tank were
excluded from the study (2 in the EV group and 1 in the
EN group), thus only the active ones remained in the study
(n=7).

Body composition and blood lactate assessment

Bioimpedance spectroscopy (Vet BIS1, ImpediMed,
Australia) was performed after short-acting anesthesia
with 50 mg/kg ketamine (ip, Cetamin, Syntec, Brazil) plus
5 mg/kg xylazine hydrochloride solution (ip, Xilazin,
Syntec) on days 1, 14, and 28. The following parameters
were used to calculate body composition: total body water
(TBW), intracellular fluid (ICF), extracellular fluid (ECF),
fat-free mass (FFM), fat mass (FM), and body mass index
(BMI). Blood samples (25 mL) were collected from the tail
vein immediately after the training sessions on day 26 of
treatment to determine blood lactate concentrations using
the Accutrend test-strip system (Accutrend Plus, Roche
Diagnostics, Germany).

Gastrointestinal transit measurements

Gut motility was assessed by alternating current
biosusceptometry (ACB) using an ACB magnetic sensor
(Br4-Science, Brazil). This technique was previously
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applied to evaluate Gl motility in rodents (23,24). Briefly,
the ACB sensor detects magnetic signals generated from
a magnetic test meal, whose signal intensity depends on
the amount of magnetic material and the distance
between the sensor and the magnetic sample (23). Ferrite
powder (MgZnFe20s, Imag, Brazil) was previously incor-
porated into the rats’ laboratory chow and served as the
nonabsorbable magnetic marker. Detailed technical infor-
mation has been reported elsewhere (24).

After fasting overnight, the animals ingested the
magnetically marked chow (0.4 g ferrite powder and 1.6 g
laboratory chow). Afterward, the ACB sensor was gently
placed on the animals’ abdominal surface to monitor the
displacement of the magnetically marked chow from the
gastric to the cecum projection. These measurements were
performed in awake rats at regular 15-min intervals for at
least 6 h (24) and repeated in all animals on days 1, 14, and
28 after treatments.

Gastric emptying (GE) and cecum arrival (CA) were
determined as differences in the intensity of the magnetic
signals from the stomach to the cecum. Data were ana-
lyzed in Origin software (OriginLab Northampton, USA),
and statistical moments (25) were applied to determine the
mean GE time (defined as the time t [in minutes] at which a
mean amount of the magnetic meal was emptied from the
stomach, calculated as the area under the emptying curve)
and the mean CA time (defined as the time t [in minutes] at
which an increase in the mean amount of magnetic meal
arrived in the cecum, calculated as the area between the
cecum arrival curve and maximal cumulative values). Mean
small intestine transit time was quantified as the difference
between CA time and GE time (24,25).

Tissue sample collection

At the end of the 28-day protocol, the animals were
euthanized by an intraperitoneal overdose of 240 mg/kg
ketamine (Cetamin, Syntec) plus 45 mg/kg xylazine
hydrochloride solution (Xilazin, Syntec).

In vitro gastrointestinal contractions

Immediately after euthanasia, isolated strips of the
gastric fundus, gastric antrum, and duodenum were
collected. The stomach was opened along the lesser
curvature, and 1 cm-long strips were cut from the antrum
and fundic region. The duodenum was cut into 1 cm-long
longitudinal segments. Tissues were maintained in phys-
iological solution (modified Tyrode solution: 136 mM NacCl,
5 mM KCI, 0.98 mM MgClz, 2 mM CaClz, 0.36 mM
NaH2PO4, 11.9 mM NaHCOs, and 5.5 mM glucose) at
room temperature and rapidly transferred to bath cham-
bers for contractile recordings. For this purpose, tissues
were mounted while considering the longitudinal orienta-
tion of the smooth muscle layers. Experimental bath
chambers (5 mL) were used to simulate physiological
conditions and maintain tissue viability. Each bath
chamber was filled with Tyrode solution and continuously
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aerated with a mixture of 5% COz2 in 95% Oz, maintained
at 37°C and pH 7.4. Tissues were tied with inextensible
cotton thread, with one extremity attached to a fixed pin in
the bath chamber and the other extremity attached to a
force transducer (MLT0201, AD Instruments, Australia)
coupled to a data acquisition system (PowerLab 8/30, AD
Instruments). A basal tension of 1 g was applied to the
tissues. They were initially maintained under these
conditions for 20-30 min for equilibration, followed by
the renewal of Tyrode solution and tension adjustments at
10 min intervals (26,27).

Tissue viability was evaluated by an initial addition of
60 mM KCI. Segments without spontaneous activity were
discarded. The strips were subjected to increasing
concentrations of KCI (10-140 mM), carbachol (CCh;
0.01-30 mM), isoproterenol (ISO; 0.1-30 mM), and sodium
nitroprusside (SNP; 0.1-30 mM) to generate concentra-
tion-effect curves for contractile or relaxant agents, which
were obtained from the asymptotic value recorded at each
concentration. Relaxing responses were measured after
initial stimulation with 10 mM CCh. In vitro Gl contractile
activity data are reported as a percentage of the maximal
tension attained during the initial 60 mM KCI challenge
(27).

Histological analyses

Tissue samples of the duodenum were fixed in
Methacarn (60% methanol, 30% chloroform, and 10%
glacial acetic acid), dehydrated in an ascending series of
alcohol (70, 90, 96, and 100%), cleared in xylene, and
embedded in paraffin. Semiserial 4-mm sections were cut
with a microtome (HM-355S Automatic Microtomes, Thermo
Scientific, Germany) and stained with 0.5% toluidine blue or
hematoxylin and eosin (HE). Toluidine blue-stained sec-
tions were used to identify mast cells in the mucosa. Mast
cell granules exhibit metachromatic staining after the
uptake of toluidine blue dye. Sections of the duodenum
were randomly selected from each rat. Twenty well-
oriented Vvillus-crypt units (VCU) were examined per
animal and the number of mucosal mast cells per VCU
was recorded. Hematoxylin and eosin staining were used
for the morphometric assessment of the total intestinal
wall, villus height, crypt depth, and thickness of the
mucosa, submucosa, and external muscle (circular and
longitudinal layers) (28). Images were captured with an
optical microscope (Zeiss, Germany) coupled to a high-
resolution camera (Moticam, Hong Kong) and analyzed
using ImagePro software (Media Cybernetics, USA). Eight
histological sections were photographed per animal, and
10 different measurements were obtained for each param-
eter. The number of mucosal mast cells and morphometry
were assessed in a blinded manner to avoid bias.

Statistical analyses
Statistical analysis was performed using the Prism
software (GraphPad, USA). The Shapiro-Wilk normality



