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Introduzione

La regolazione dell’« effettore » mu-
scolare avviene sia tramite via nervosa
che tramite via ormonale. Sostanze co-
me: insulina, glicocorticoidi e testoste-
rone sono infatti molto attive sulla mu-
scolatura scheletrica {Bergamini, 1969;
Adolfsson, 1973]).

L'azione del testosterone sul metabo-
lismo muscolare & stata studiata parti-
colarmente a livello dell’'elevatore del-
I'ano di ratto dove uno degli effetti piu
evidenti & rappresentato dall’aumento
del contenuto di glicogeno (Bergamini
et al., 1969; Adolfsson, 1973). Cio & sta-
to riscontrato anche se in misura mi-
nore, a livello di altri muscoli schele-
trici. Tuttavia, il meccanismo di tale ef-
fetto sarebbe differente nell’elevatore
dell'ano, rispetto agli altri muscoli sche-
letrici (Bergamini, 1975). Infatti, nel pri-
mo ci sarebbe una diretta stimolazione
della sintesi del glicogeno, mentre nei
secondi |'effetto sarebbe una conseguen-
za indiretta dell'interferenza del testo-
sterone con altri organi. In entrambi i
casi il meccanismo di accumulo del gli-
cogeno sarebbe dovuto ad un inctemen-
to della fosforilazione del glucoso e del-
|'attivita di enzimi deputati alla sintesi
del glicogeno stesso (Bergamini et al.,
1969). Inoltre va evidenziato che il trat-
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tamento con testosterone (Janda et al.,
1976) previene il decremento delle dei-
drogenasi del ciclo di Krebs (malato dei-
drogenasi, succinato deidrogenasi) du-
rante ischemia cronica.

Ulteriori studi sul gastrocnemio e sul
quadricipite di ratto (Rogozkin, 1979)
hanno messo in evidenza un netto au-
mento della sintesi delle proteine mu-
scolari (sia sarcoplasmatiche che mio-
fibrillari) ed aumento dell’attivita della
RNA polimerasi nucleare. Quindi, nel
muscolo scheletrico, le sostanze andro-
gene sono strettamente coinvolte nella
regolazione della sintesi proteica, espli-
cando un’azione sull'BRNA. Il meccani-
smo di questa regolazione si svolge a
livello nucleare ed & reso possibile dal-
la presenza di recettori a livello citopla-
smatico e nucleare (Krieg, 1976; Rogoz-
kin, 1979). Infatti il complesso steroide-
recettore citoplasmatico forma poi un
legame con le strutture intranucleari
(cioé la cromatina) modulando I'attivita
della RNA polimerasi | e Il DNA dipen-
denti. L'interazione ormonale a livello
nucleare induce cambiamenti di tipo
strutturale e funzionale nella cromatina
che provocano una interferenza con i
processi di trascrizione. Ne deriva un
incremento della sintesi di RNA riboso-
miale e di RNA messaggero con conse-
guente aumento della sintesi proteica.
Quindi gli steroidi androgeni possono
essere considerati come induttori della
sintesi proteica nel muscolo scheletri-
co (Rogozkin, 1979).

Gli effetti del testosterone sulla tra-
scrizione implicherebbero |'attivazione
di geni ridondanti o l'aumento della
espressione di geni gia attivi (Florini,
1970). Il notevole incremento dell'atti-
vita di « stampo » della cromatina indot-
ta dal testosterone non ha tuttavia im-
plicato una variazione delle specie pro-
teiche normalmente utilizzate per le sin-
tesi muscolari.

Inoltre, dal momento che il testoste-
rone induce un aumento dell'attivita de-
gli enzimi lisosomiali, I'aumento del ca-
tabolismo proteico mediato dai lisosomi
potrebbe essere un importante fattore
concomitante alla risposta anabolica del

muscolo scheletrico agli androgeni (Koe-

nig et al., 1980).
La somministrazione esogena di testo-
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sterone induce un incremento de! suo
contenuto nel muscolo scheletrico. La
maggior parte del testosterone non &
metabolizzata e soltanto piccole quan-
tita di 17-beta-idrossi-5alfa-androstano-3
one e 5-alfa-androstano-3alfa-17-betadiolo
sono presenti nel muscolo. I ruolo
del 17-beta-idrossi-5alfa-androstano-3one
sembra essere minore, anche se esso
rappresenta il principale metabolita del
testosterone (Stenstad e Eik-Nes, 1981).
In ogni caso non & stata chiarita suf-
ficientemente |'azione del testosterone
sui substrati e sugli intermedi del meta-
bolismo energetico. Pertanto in questo
studio sul muscolo gastrocnemio di rat-
to ci siamo proposti di osservare come
il trattamento in vivo con testosterone
propionato modifichi le concentrazioni
di alcuni metaboliti della glicolisi, del
ciclo di Krebs, degli aminoacidi corre-
lati e dei mediatori di energia.

Materiali e metodi

Animali e trattamenti

Tutti gli animali utilizzati furono man-
tenuti in condizioni ambientali costanti
per temperatura {22 = 1°C), umidita re-
lativa (60 = 5%) e ciclo circadiano (12
ore di luce e 12 ore di buio), nutriti con
normali diete da laboratorio ed acqua
ad libitum.

In una prima serie di esperienze si
é valutata I'influenza del fattore «dose».
Pertanto furono utilizzati quattro lotti
di ratti maschi (Charles River, ceppo
Sprague Dawley) del peso di 300 * 20 g.
Gli animali dei primi tre lotti furono trat-
tati con testosterone propionato in olio
di sesamo alle dosi di 0.8-2.0-5.0 mg/kg
i.m. pro die per 1 settimana (6 giorni
di trattamento). Il quarto lotto, che co-
stituiva gli animali di controllo, fu trat-
tato con il solo veicolo.

In una seconda serie di esperienze
si & valutato se, e in quale misura, il
fattore « sesso » influenzasse la rispo-
sta metabolica muscolare al trattamen-
to con testosterone. Pertanto furono uti-
lizzati due lotti di ratti femmine (Char-
les River, ceppo Sprague Dawley) del
peso di 250 £ 20 g. Il primo lotto di ani-
mali fu trattato con testosterone pro-
pionato in olio di sesamo alla dose di



5.0 mg/kg i.m. pro die per 1 settimana
(6 giorni di trattamento), mentre il se-
condo lotto di animali fu utilizzato come
controllo” e trattato con il solo veicolo.

In una terza serie di esperienze si &
valutata l'influenza del fattore « tempo »
sulla risposta metabolica muscolare al
trattamento con testosterone. Pertanto
furono utilizzati quattro lotti di ratti ma-
schi (Charles River, ceppo Sprague Daw-
ley) del peso di 300 £ 20 g. | primi tre
lotti di animali furono trattati con te-
stosterone propionato in olio di sesamo
alla dose di 5.0 mg/kg i.m. pro die per
1, 2, 4 settimane (trattamento 6 giorni
alla settimana). Il quarto lotto di animali
fu utilizzato come controlio e trattato
con il solo veicolo.

Tecnica analitica

48 ore dopo l'ultimo trattamento gli
animali furono anestetizzati con ureta-
no etilico in soluzione fisiologica (1.5
g/kg, i.p.). I muscolo gastrocnemio ven-
ne quindi isolato e, senza interruzione
della circolazione sanguigna, venne ra-
pidamente prelevato per mezzo delle
« Wollenberger Clamps » (Wollenberger
et al., 1960) preventivamente raffred-
date in azoto liquido. Il muscolo prele-
vato venne mantenuto per 2 minuti im-
merso in azoto liquido.

Il muscolo cosi congelato venne pol-
verizzato in Microdismembrator (Braun,
Melsungen) mediante due “passaggi di
45 sec. l'uno. Il muscolo polverizzato
e congelato & stato poi rapidamente
pesato e diluito 1: 10 con HC10; 0.6 N
al fine di ottenere una deproteinizzazio-
ne acida. Due passaggi di un min. cia-
scuno in Ultra-Turrax (lka-Werk, Stau-
fen) hanno permesso una completa omo-
genizzazione. Dall’'omogenato sono stati
prelevati 0.2 ml, sottoposti poi ad idro-
lisi enzimatica del glicogeno (Keppler
e Decker, 1974).

L'omogenato non sottoposto ad idro-
lisi enzimatica & stato centrifugato a
1500 g, per 15 min.; il surnatante & sta-
to neutralizzato a pH6 con KHCO; 2 M
e ricentrifugato a 1500 g per altri 15
min. L'estratto cosi ottenuto, mantenuto
alla temperatura di 0-4°C, & stato im-
mediatamente utilizzato per la deter-
minazione di: piruvato (Czok e Lam-
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prech, 1974); alfa-chetoglutarato (Berg-
meyer e Bernt, 1974); L-alanina (William-
son, 1974); glutamato (Witt, 1974); ione
ammonio (Kun e Kearney, 1974); ATP
e creatinfosfato (Lamprecht et al., 1974)
lattato (Gutmann e Wahlefeld, 1974);
ADP e AMP (Jaworek et al., 1974); suc-
cinato (Williamson e Corkey, 1969); ci-
trato (Lowry e Passonneau, 1972); ma-
lato (Gutmann e Wahlefeld, 1974); glu-
coso 6-fosfato, glucoso, glicogeno (Berg-
meyer et al., 1974); la carica energeti-
ca potenziale (Atkinson, 1968) fu espres-
sa come ([ATP] + 0.5 [ADP])/([ATP] +
[ADP] + [AMP]).

Analisi statistica

Per la prima serie di esperienze (fat-
tore « dose ») l'analisi statistica & stata
condotta sui valori ottenuti dai lotti di
ratti maschi trattati per una settimana
con veicolo oppure con testosterone pro-
pionato, a tre diversi livelli di dose:
0.8; 2.0; 5.0 mg/kg i.m.. Mediante I'ana-
lisi della varianza (ANOVA), ogni lotto
dei trattati & stato confrontato con il
lotto dei controlli per ciascuno dei 17
metaboliti saggiati. Eventuali correla-
zioni dose/effetto sono state valutate
mediante il test di linearita.

Per la seconda serie di esperienze
(fattore « sesso ») l'analjsi statistica &
stata condotta sui valori ottenuti dai lot-
ti di ratti maschi e femmine trattati per
una settimana con veicoli oppure con
testosterone propionato alla dose di 5.0
mg/kg i.m. Mediante ANOVA, per cia-
scuno dei 15 metaboliti saggiati sono
stati effettuati i confronti fra: (a) ratti
femmine trattati e ratti femmine di con-
trollo; (b) ratti femmine trattati e ratti
maschi trattati; (c) ratti femmine di con-
trollo e ratti maschi di controllo. Me-
diante l'analisi di classificazione mul-
tipla (MCA) si sono valutati gli effetti
netti sui singoli metaboliti dovuti al fat-
tore « sesso » od al fattore « trattamen-
to » (veicolo verso testosterone) utiliz-
zando I'ETA?: cio ha indicato la propor-
zione di variazione di ogni singolo me-
tabolita attribuibile al fattore in causa.

Per la terza serie di esperienze (fat-
tore in causa « tempo di trattamento »)
l'analisi statistica & stata condotta sui
valori ottenuti dai lotti di ratti maschi
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controlli e trattati con testosterone (5.0
mg/kg) rispettivamente per 1, 2 e 4 set-
timane. Mediante ANOVA, per ciascuno
dei 16 metaboliti saggiati, sono stati ef-
fettuati i confronti fra: (a) controlli ver-
so trattati, per ogni tempo di trattamen-
to (1, 2 e 4 settimane); (b) controlli e
trattati per una settimana verso control-
li trattati per 2 o 4 settimane. Mediante
MCA si & valutata la proporzione di
variazione di ogni singolo metabolita do-
vuta al fattore « trattamento » ed al fat-
tore « tempo di invecchiamento » del-
'animale. La eventuale correlazione
« tempo/effetto » & stata saggiata me-
diante il test di linearita.

Risultati

La Tabella 1 mostra |'effetto del trat-
tamento con testosterone propionato a
tre diverse dosi (0.8; 2.0; 5.0 mg/kg,
i.m.) per 6 giorni di trattamento su al-
cuni metaboliti del muscolo scheletri-
co di ratto maschio. L'analisi della va-
rianza « tra gruppi » ha evidenziato alla
dose di 0.8 mg/kg i.m. una diminuzione
del malato (P < 0.05) ed alla dose di
2.0 mg/kg i.m. una diminuzione sia del
glucoso-6-fosfato (P <€ 0.05) che dello
ione ammonio (P < 0.01). Per quanto ri-
guarda il glucoso-6-fosfato, il test di li-
nearita ha evidenziato che il suo valore
diminuisce linearmente all’aumentare
della dose. Per quanto riguarda I'ATP,
pur non essendoci stata alcuna varia-
zione significativa riscontrabile con la
ANOVA, il test di linearita ne ha evi-
denziato la tendenza ad un aumento li-
neare in funzione della dose.

In Tabella 2 sono riportati i dati re-
lativi ad 1 settimana di trattamento con
testosterone propionato alla dose di 5.0
mg/kg i.m. su ratti femmine e su ratti
maschi. Variazioni significative tra i rat-
ti femmine trattati e quelli di controllo
sono state evidenziate mediante I'’ANO-
VA: (a) per quanto riguarda la glicolisi,
con una diminuzione del lattato (P <
0.01); (b} per quanto riguarda gli inter-
medi del ciclo degli acidi tricarbossi-
lici, con un aumento dell’alfa-chetoglu-
tarato (P < 0.01) ed una diminuzione del
succinato (P < 0.05); (c) per quanto ri-
guarda i mediatori di energia, con una
diminuzione del creatinfosfato (P <
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0.01). L'analisi della classificazione mul-
tipla con il calcolo dell’ETA* ha eviden-
ziato che la differenza nel contenuto di
alcuni metaboliti nei ratti sia maschi
che femmine trattati con testosterone
(alla dose di 5.0 mg/kg) sono dovute
in parte al sesso, e in parte al fatto che
il trattamento con testosterone ha agi-
to con incisivitd diversa, a seconda del
sesso, sui diversi metaboliti. Comunque,
gia in condizioni di base sono evidenti
delle differenze legate al sesso; infatti
nelle femmine esiste una concentrazio-
ne maggiore di glucoso (P < 0.01), pi-
ruvato (P < 0.01), lattato (P < 0.01 e suc-
cinato (P < 0.05), mentre sono presenti
in minor concentrazione alfa-chetogluta-
rato (P < 0.01), ATP (P < 0.01), creatin-
fosfato (P < 0.01) e carica energetica
(P < 0.05).

Per quanto riguarda il contenuto mu-
scolare di glucoso, questo €& risultato
maggiore (P < 0.01) nelle femmine ri-
spetto ai maschi e le differenze sono
da imputarsi al sesso (ETA?> = 73%)
piuttosto che al trattamento. Per il pi-
ruvato, le differenze (P < 0.01) sono at-
tribuibili non solo al sesso (ETA*=41%)
ma anche al trattamento (ETA? = 10%):
le femmine sembrano essere piu sensi-
bili al testosterone che determina un
aumento della concentrazione del piru-
vato stesso. Per gli intermedi del ciclo
degli acidi tricarbossilici, si & rilevato
che a seguito del trattamento il citrato
diminuisce pil marcatamente nei ma-
schi (P < 0.01} nei quali il contenuto &
comunque minore rispetto a quello del-
le femmine. La concentrazione di alfa-
chetoglutarato nelle femmine & sensibi-
le all’azione del testosterone (ETA’? =
35%), mentre non lo & nei maschi. Il
contenuto di ATP & piu alto nei maschi
rispetto alle femmine {P < 0.01) e cio
¢ da attribuirsi piu al sesso (ETA* =
64%) che al trattamento (ETA? = 1%);
per I'’ADP (P < 0.05) non vi sono grandi
differenze dovute al sesso (ETA’=25%),
ma piuttosto una diversa risposta al te-
stosterone che agisce pil marcatamen-
te nelle femmine. La concentrazione
muscolare di creatinfosfato, che nelle
femmine & gia fisiologicamente minore
che nei maschi (ETA* = 80%), diminui-
sce ulteriormente sotto |'azione del trat-
tamento con testosterone (P << 0.01).
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Metabolismo energetico

Circa la carica energetica potenziale,
per la quale si & riscontrato un valore
pit alto nei maschi piuttosto che nelle
femmine (P < 0.01), la differenza & da
attribuirsi pit al sesso {ETA* = 56%)
che al trattamento (ETA? = 3%).

in Tabella 3 sono rappresentati i ri-
sultati relativi all'azione del testostero-
ne (5.0 mg/kg i.m.) somministrato per
1, 2, 4 settimane (6 giorni di trattamen-
to alla settimana) nei ratti maschi. L'ana-
lisi della varianza non ha evidenziato,
ai singoli tempi, alcuna differenza si-
gnificativa tra i ratti di controllo e i ratti
trattati. Mediante I'’"ANOVA « tra gruppi »
¢ stato valutato I'effetto del fattore
« tempo » sulla concentrazione dei me-
taboliti e, qualora ciod sia risultato pre-
sente, mediante il test di linearita & sta-
to determinato se tale valore tende a
diminuire o ad aumentare durante il tem-
po di osservazione. Nei ratti di control-
lo il contenuto muscolare di glicogeno
e di glucoso-6-fosfato mostro una netta
diminuzione (P < 0.01). Analogamente
ci fu una diminuzione lineare nel tem-
po dell'alfa-chetoglutarato (P < 0.05),
del glutamato (P < 0.01), dello ione am-
monio (P < 0.01), dell’ATP (P < 0.01),
dell’ADP (P < 0.01) e del creatinfosfato
(P < 0.01).

Negli animali trattati per 1, 2 0 4 set-
timane con il testosterone, il glicogeno
ha mostrato una dimiinuzione lineare nel
tempo (P < 0.01) da attribuirsi piu al
fattore tempo che al fattore dose; il pi-
ruvato, pur mostrando variazioni stati-
sticamente significative (P < 0.05), non
ha assunto un andamento lineare nel
tempo. Analogamente il succinato ed
il malato hanno evidenziato variazioni
significative (P < 0.05), ma con anda-
mento sinusoidale, mentre |'alfa-cheto-
glutarato ha mostrato una diminuzione
lineare nel tempo (P < 0.01). Infine il
trattamento con testosterone ha deter-
minato variazioni significative sia per
gli intermedi del metabolismo aminoaci-
dico che per i mediatori di energia; in
tutti i casi si e trattato di una diminu-
zione dei valori nel corso delie quattro
settimane di trattamento (P < 0.01), di-
minuzione che si & manifestata linear-
mente nel tempo (P < 0.01) ad eccezio-
ne dellAMP che ha mostrato, invece,
un andamento sinusoidale. Per tutti i
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metaboliti saggiati le variazioni sono da
attribuirsi  principalmente al fattore
« tempo di osservazione » ad eccezione
dell’alanina sulla quale anche il fattore
« dose » ha giocato un ruolo importante.

Discussione

Gli effetti del testosterone sul mu-
scolo scheletrico di ratti maschi sono
stati studiati in relazicne sia al fattore
« dose » (0.8 - 2.0 - 5.0 mg/kg) che al
fattore « tempo di trattamento » (tratta-
menti di 1, 2, 4 settimane alla dose di
5.0 mg/kg). Inoltre, per evidenziare le
possibili influenze del fattore « sesso »
sono stati confrontati i dati ottenuti da
ratti maschi (trattati per una settimana
alla dose di 5.0 mg/kg i.m.) con quelli
rilevati in ratti femmine. Dai dati otte-
nuti sui ratti maschi trattati con testo-
sterone alle tre dosi (per una settimana
di somministrazione) si evidenzia che
nel muscolo gastrocnemio il trattamen-
to non ha determinato quell’aumento del-
la concentrazione di glicogeno descritto
sul muscolo elevatore dell’ano (Adolf-
sson, 1973; Bergamini, 1975). Tale di-
screpanza é probabilmente dovuta ai dif-
ferenti muscoli esaminati ed al fatto
che i presenti dati sono stati ottenuti su
ratti adulti normali e, pertanto, non or-
chiectomizzati come nei casi citati in
letteratura. Le variazioni nelle concen-
trazioni del glucoso-6-fosfato, del mala-
to e dello ione ammonio sono state ri-
scontrate alle dosi inferiori (0.8 oppure
2.0 mg/kg i.m.) mentre sono risultate
assenti alla dose superiore (5.0 mg/kg).
Cio fa supporre la presenza di meccani-
smi farmaco-induttivi dose-dipendenti,
atti ad interferire con il metabolismo
del testosterone o con la risposta far-
macologica.

La somministrazione di testosterone
a ratti femmine (alla dose di 5.0 mg/kg
i.m.) ha evidenziato il diverso compor-
tamento rispetto ai ratti maschi. E' sta-
to infatti riscontrato che, per la mag-
gior parte dei metaboliti, le differenze
sono dovute soprattutto al fattore « ses-
so» e non al fattore « trattamento »,
conseguentemente al fatto che gia in
condizioni di base sono riscontrabili dif-
ferenze nel contenuto dei metaboliti tra
ratti maschi e femmine. Anche la valu-



tazione delle possibili interazioni tra il
fattore « tempo di osservazione » ed il
fattore « trattamento » con testosterone
ha mostrato che le variazioni riscon-
trate nella concentrazione dei metabo-
iiti sono imputabili soprattutto a! fatto-
re « tempo ».

Nel complesso si evidenzia che negli
animali normali il testosterone sommini-
strato i.m. per tempi diversi e per dosi
diverse non ha indotto sostanziali mo-
dificazioni per quanto riguarda sia i sub-
strati e gli intermedi della glicolisi, sia
gli aminoacidi correlati, sia i mediatori
di energia. Per questi parametri biochi-
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mici, si pud concludere che la « sovraim-
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normalita non evidenzia quelle azioni
« fisiologiche » rilevabili in caso di som-
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mente indotto,
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