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RESUMO

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo sintéticos derivados da testosterona que
possuem propriedades anabdlicas e androgénicas que promovem o aumento de massa muscular
e 0 peso corporal. Esses farmacos vém sendo utilizados em academias e centros de treinamento
fisico sem qualquer critério ou controle, representando um alto risco a saude dos usuérios,
inclusive de ordem neuroldgica, como sintomas agressivos. Portanto, este estudo investigou o
efeito dos EAASs sobre a distribuicao de neurdnios em areas especificas do cérebro: a amigdala
basolateral e central, bem como o impacto dessas drogas no comportamento de camundongos.
Foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem Swiss, do Biotério da Universidade
Federal de Alfenas (Unifal- MG), divididos em 4 grupos (n=10): G1: Controle, G2: tratado com
0 anabolizante Deca durabolin®, G3: tratado com o anabolizante Durateston® e G4: tratado
em ciclo com os dois anabolizantes, concomitantemente. Os camundongos foram tratados por
dois meses, recebendo as doses dos EAAs e praticando natacdo. ApOs realizado o teste
comportamental com labirinto em cruz elevado os camundongos foram eutanasiados, 0S
cérebros retirados e armazenados em paraformaldeido a 4% 0,1M. Para a andlise da estimativa
da densidade de corpos celulares de neurénios foi utilizada a metodologia de contagem aleatoria
simples. O resultado da quantificagdo neuronal mostra que houve reducéo significativa de
corpos celulares de neurdnios nas regides analisadas nos grupos tratados com anabolizantes em
compara¢do com o grupo controle. A analise comportamental no labirinto em cruz elevado
mostrou que os camundongos tratados com esteroides anabolizantes apresentaram um perfil

ansiolitico quando comparados ao grupo controle.

Palavras-chave: Esteroides anabolizantes. Amigdala central. Amigdala basolateral.

Comportamento. Neurdnios. Camundongos.



ABSTRACT

The anabolic androgenic steroids (AAS) are synthetic derivatives of testosterone, which possess
anabolic and androgenic properties that promote increase in muscle mass and body weight.
These drugs have been used in gyms and physical training centers without any criteria or
control, representing a high health risk to users, including neurological, such as aggressive
symptoms. Therefore, this study investigated the effects of AAS on neurons distribution act in
specific brain areas: basolateral and central amygdala, as well as the impact of these drugs in
mice behavior. 40 male mice of Swiss strain were used, from the Federal University of Alfenas
(UNIFAL — MG) bioterium, divided into 4 groups (n=10): G1: Control, G2: treated with
anabolic steroid Deca durabolin®, G3: treated with anabolic steroid Durateston® and G4:
treated in cycle with both anabolic steroids, concomitantly. Mice were treated for two months,
receiving the AAS doses and practicing swimming. After the behavioral test with elevated plus-
maze was performed mice were euthanized, the brains were removed and stored in 4%
paraformaldehyde 0,1M. For the analysis of the estimation of neuron cell bodies density, simple
random counting method was used. The result of neuron quantification shows that there was
significantly decrease of neuron cell bodies in the analyzed regions in groups treated with
anabolic steroids, in comparison with the control group. Behavior analysis in elevated plus-
maze showed that mice treated with anabolic steroids presented a anxiolytic profile when

compared to the control group.

Keywords: Anabolic steroids. Central amygdala. Basolateral amygdala. Behavior. Neurons.
Mice.
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1 INTRODUCAO

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAAs) compreendem um grupo de compostos
naturais e sintéticos formados a partir da testosterona ou de um de seus derivados. (LISE;
GAMA E SILVA; FERIGOLO, 1999; BASARIA; WAHLSTROM; DOBS, 2001,
HARTGENS; KUIPERS, 2004). A testosterona foi sintetizada em laboratdrio pela primeira vez
em 1935 e, desde entdo, os andrdgenos tornaram-se disponiveis para utilizacdo com fins
terapéuticos e experimentais (JOHNSON, 1990; FULLER, 1993; HANDA; PRICE, 2000).

A testosterona exerce efeitos designados como androgénicos e anabdlicos em uma extensa
variedade de 6rgdos alvo, incluindo os musculos, 6rgdos do sistema nervoso central, a hipofise
anterior, os rins, o figado e o coracdo (SINHA-HIKIM et al., 2002).

Os atletas utilizam uma dose supra fisiologica de EAA visando o0 aumento da massa
muscular e da forca, diminuicdo do tempo de recuperacdo apds a sobrecarga de treinamento e
reducdo do tempo de recuperacao das lesdes (HOUGH, 1990; MARAVELIAS et al., 2005).

A primeira utilizagcdo dos EAA com o objetivo de melhorar o desempenho de atletas em
competicdo aconteceu em 1954, quando atletas russos obtiveram performances altamente
satisfatorias em uma competicdo de levantamento de peso (ASSIS, 2002). J4, o uso
indiscriminado dos EAA comegou em meados dos anos 50 e seu abuso foi acentuado em 1970.
Desde entdo, continua sendo comumente utilizado, apresentando efeitos potencialmente
nocivos a salude (CERRO; FERNANDEZ, 1998; YONAMINE; SILVA, 2005). Atualmente, o
aumento da comercializacdo destes farmacos (20-30% ao ano) para fins ndo terapéuticos,
tornou-se um problema de saude publica (EVANS, 2004).

Alguns estudos classicos sugerem um aumento no comportamento tipico de depressdo ou
humor disfdérico com o uso dos EAA (LEFAVI; REEVE; NEWLAND, 1990; PERRY; YATES;
ANDERSEN, 1990; SU et al., 1993). O comportamento agressivo € o que mais se destaca pelo
abuso de EAAs (MIDGLEY; HEATHER; DAVIES, 2001). Os circuitos neuronais
corticolimbicos medeiam os comportamentos emocionais e estdo implicados na fisiopatologia
de transtornos psiquidtricos como agressividade, ansiedade, depressdo, alcoolismo e
esquizofrenia. (FRAZER; HENSLER, 1994).

Os esteroides anabolizantes promovem varios agravos no organismo em diferentes
sistemas como o Sistema Nervoso Central, inclusive o sistema limbico, portanto, faz-se

necessario aprofundar os estudos sobre suas agoes.
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Diante desses fatos este estudo visa contribuir para o entendimento da influéncia do uso
de doses supra fisioldgicas de EAAs sobre a amigdala basolateral e central, e sua possivel

correlagdo com alteracGes comportamentais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisdo de literatura faz uma abordagem sobre os esteroides anabolizantes

androgénicos (EAAS) e das amigdalas, regies do cérebro estudadas nesse trabalho.

2.1 ESTEROIDES ANABOLIZANTES ANDROGENICOS

A revisdo referente a EAAs esta subdividida nos seguintes itens: definicdes, usos e

historico; farmacologia dos EAA,; efeitos adversos.

2.1.1 Definicdes, usos e historico

A testosterona € um hormdnio esteroide androgénico, no sexo masculino € sintetizada
nos testiculos pelas células intersticiais e no cortex da supra renal. Ja no sexo feminino, além
do cortex da supra renal também é produzida em pequena quantidade pelos ovarios (SMITH et
al., 1985). Esse horménio exerce seus efeitos androgénicos e anabolicos em diversas regies do
corpo incluindo os 6rgaos reprodutivos como testiculos e ovarios. Além disso, também atua
em tecidos ndo reprodutivos como musculo esquelético, tecido 6sseo, rins, figado e sistema
nervoso central (SNC) (SNYDER, 1984; SHAHIDI, 2001; BASARIA; WAHLSTROM,;
DOBS, 2001; KICMAN, 2008).

Os esteroides anabolizantes androgénicos séo hormonios esteroides naturais, sintéticos
ou semissintéticos que mimetizam os efeitos da testosterona. S8o responsaveis pelas
caracteristicas sexuais masculinas e também promovem o anabolismo dos tecidos somaticos
(HANDELSMAN, 2001; EVANS, 2004). Esses compostos podem ser utilizados por ingestdo
oral ou por aplicacdo intramuscular. Os usuarios costumam fazer o uso em ciclos, em que doses
maiores séo aplicadas progressivamente, com um intervalo de tempo que pode variar de 4 a 18
semanas (ARAUJO, 2003).

Os esteroides anabolizantes sintéticos possuem atividade anabolica (promocdo do

crescimento) superior a atividade androgénica (masculinizacdo) (SU et al., 1993).
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Os EAAs também possuem uso clinico, inicialmente, foram sintetizados para serem
utilizados em individuos do sexo masculino com deficiéncia androgénica para o
desenvolvimento e manutencédo das caracteristicas sexuais secundarias masculinas, em criangas
com retardo de puberdade e adultos com insuficiéncia testicular (MATSUMOTO, 1996;
SCHROEDER; VALLEJO; ZHENG, 2005).

Além de serem usados em tratamento de deficiéncias androgénicas, os EAAs também
atuam em outras condi¢Bes patoldgicas como a osteoporose, a anemia causada por falhas na
medula 6ssea ou nos rins (DE ROSE; NOBREGA, 1999; CONWAY et al., 2000), cancer de
mama avancado (EBELING; KOIVISTO, 1994), algumas situacdes especiais de obesidade
(CORRIGAN, 1996), sarcopenias relacionadas ao HIV, a cirrose alcodlica, a doen¢a pulmonar
obstrutiva cronica e queimaduras graves (BASARIA; DOBS, 1999; GRINSPOON et al., 2000),
também vem sendo utilizado no tratamento de fadiga em pacientes com insuficiéncia renal
cronica e distrofia muscular de Duchenne (JOHANSEN; MULLIGAN; SCHAMBELAN,
1999; FENICHEL et al., 2001). Os esteroides anabdlicos em baixas doses, tem efeitos
antiaterogénicos e antianginosos no tratamento de doencas cardiovasculares, (ENGLISH et al.,
2000).

Os EAAs também sdo muito utilizados com objetivos ndo terapéuticos, principalmente
por fisiculturistas e levantadores de peso que visam o aumento da massa muscular, melhor
desempenho fisico e uma maior preservacao e restabelecimento da massa muscular esquelética.
Esta pratica leva ao uso abusivo e ilicito desses compostos. Nestas condicdes, 0s EAA séo
geralmente administrados em doses supra fisiologicas que sdo de 10 a 100 vezes maiores que
as doses terapéuticas (CLARK; HARROLD; FAST, 1997; CUNHA et al., 2004; KARBALAY -
DOUST et al., 2007).

Mesmo proibido, o uso dos EAA faz parte do meio desportivo, competitivo ou néo,
porque muitos acreditam que a ele também se aplica a lei Darwiniana onde somente 0s mais
preparados fisicamente alcangcam o0s niveis mais altos de desempenho (NORTON; OLDS,
2001).

Desde a antiguidade sdo conhecidos os efeitos de potencializacdo do desempenho
esportivo e aumento de forca dos farmacos androgénicos. Ha relatos de que competidores
olimpicos ingeriam testiculos de touro para melhorar as suas marcas. Além disso, alteragdes de
comportamento também foram descritas, no tratado Historia Animalium, quando Aristoteles
observa que a castracao de passaros imaturos do sexo masculino impede o desenvolvimento do

canto e o comportamento sexual caracteristico dos machos (RUBINOW; SCHMIDT, 1996).
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A testosterona foi isolada, caracterizada quimicamente e sintetizada em laborat6rio em
1935 (JOHNSON, 1990; FULLER, 1993). Durante a Segunda Guerra Mundial, foi utilizada
pelas tropas alemds para aumentar a agressividade dos soldados (GHAPHERY, 1995;
WILSON, 1996). Nos anos 50, foi utilizada sob forma oral e injetavel no tratamento de alguns
tipos de anemia e em doencas com perda muscular, bem como em pacientes pds-cirdrgicos para
diminuir a atrofia muscular secundaria (GHAPHERY, 1995). No entanto, um dos primeiros
relatos da utilizacdo de EAA sintéticos com objetivos ndo terapéuticos ocorreu em 1954, na
Austria, em um campeonato de levantamento de peso em Viena onde foi utilizado como forma
de ampliar o desempenho destes atletas (THEIN; THEIN; LANDRY, 1995; SCOTT;
WAGNER; BARLOW, 1996; CREUTZBERG; SCHOLS, 1999; CUNHA et al., 2004). Seu
uso foi entdo difundido para esta finalidade a partir de 1964, nas Olimpiadas de Toquio
(LUKAS, 1993; THEIN; THEIN; LANDRY, 1995; DE ROSE; NOBREGA, 1999). Somente
nos anos 70 houve um aumento progressivo do uso de EAA entre atletas competitivos e o inicio
do uso entre atletas recreativos, inclusive entre as mulheres (FULLER, 1993; ANDERSEN et
al., 1995). Desde entdo, estas substancias vém despertando a atencéo de profissionais da area
da saude e pesquisadores devido a sua grande utilizacdo por atletas profissionais e amadores,
com o objetivo de aumentar a massa muscular, melhorar o desempenho fisico e a estética
corporal (CREUTZBERG; SCHOLS,1999; CUNHA et al., 2004).

Os controles de dopagem para deteccdo de EAA foram feitos somente na Olimpiada de
Montreal, em 1976 (YOSHIDA et al., 1994). Juntamente com 0s 2-B-agonistas, 0s EAA,
pertencem a classe dos agentes anabdlicos que, somados a estimulantes, narcéticos, diuréticos
e hormonios peptidicos, glicoproteicos e anadlogos, compdem as substancias proibidas no
esporte, segundo o Comité Olimpico Internacional (COIl) (CATLIN; MURRAY, 1996; DE
ROSE; NOBREGA, 1999).

No Brasil, 0s EAAS sio considerados “doping”, segundo os critérios da Portaria MEC
namero 531, de 10 de julho de 1985 (GIBSON, 1994; THEIN; THEIN; LANDRY, 1995),
seguindo a legislacdo internacional. O Comité Olimpico Internacional define como “doping” o
uso de qualquer substancia exdgena ou enddgena, em quantidades ou vias anormais, com a
intencdo de aumentar o desempenho do atleta em uma competicdo (GOLDWIRE; PRICE,
1995). Em 1990, o Congresso dos EUA aprovou a lei que tornam os EAAs farmacos de uso
controlado, ou seja, que exigem receita especial, controlada pelo governo, para sua obtencao
(BROWER, 1993). Entretanto, esses medicamentos sao encontrados a margem desse controle
(SCOTT; WAGNER; BARLOW, 1996).
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2.1.2 Farmacologia dos EAA

Os EAAs sdo derivados do colesterol e fazem parte da familia dos hormdonios esteroides.
Compdem-se de um esqueleto basico de quatro anéis de carbono (RUBINOW; SCHMIDT,
1996).

No organismo a testosterona € sintetizada a partir do colesterol por uma sequéncia de
cadeias enzimaticas dentro das células de Leydig, localizadas no intersticio do testiculo maduro
(KNOBIL; NEILL, 1988). Ocorre a conversao de colesterol em pregnolona, é o principal
precursor dos horménios esteroides, na mitocondria das células de Leydig que séo feitas pelo
complexo enzimatico de clivagem da cadeia de colesterol do citocromo P450, localizado na
membrana mitocondrial (VERMEULEN, 1990). A principal via de sua sintese ¢ a da
dehidroepiandrosterona (DHEA), na qual a pregnenolona entra em uma cadeia de reagdes onde
ha formacdo respectivamente de 17-OH-pregnenolona; DHEA,; androstenediona e testosterona
(HANDELSMAN, 2001).

Na circulacdo, 97% da testosterona encontra-se ligada a proteinas albumina e SHBG e
0s 3% restante encontra-se no plasma em forma livre, que é a forma biologicamente ativa. A
concentra¢do sanguinea de testosterona ndo permanece constante no homem durante o dia,
possui uma forma pulsatil. O valor mais elevado geralmente é em volta das seis da manha
enquanto o valor mais baixo é encontrado ao anoitecer (BADILLO; AYESTARAN, 2001). No
citoplasma da célula, interagem com um receptor especifico, formando um complexo
hormdnio-receptor com alta afinidade pelo nucleo celular. Esse complexo atravessa a
membrana nuclear e liga-se com avidez a sitios especificos da cromatina nuclear, denominados
elementos de resposta a hormonios esteroides. Ocorre, entdo, a ativacdo da RNA polimerase,
iniciando o processo de transcricdo génica formando uma fita de RNA mensageiro,
complementar aquela de DNA que serviu como molde. Atraves da participacdo do RNA
transportador e do RNA ribossémico, a sintese proteica se desenvolve no citosol. As proteinas
formadas podem ser estruturais, enzimas ou ainda poderao ser secretadas para serem utilizadas
por outras células (WILSON; FOSTER, 1988).

Os anabolizantes séo derivados sintéticos da testosterona e foram desenvolvidos com o
objetivo de minimizar seus efeitos androgénicos e maximizar a sintese proteica e o crescimento
muscular (HAUPT; ROVERE, 1984). Sdo compostos por dois grupos: derivados esterificados
e derivados alquilados. Os derivados esterificados (propionato de testosterona, enantato de

testosterona e cipionato de testosterona) sdo produtos de administracdo intramuscular e
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permanecem ativos por dias a semanas, enquanto os derivados alquilados grupo devem ser
tomados, por via oral, diariamente (WILSON, 1988).

A testosterona administrada oralmente é rapidamente metabolizada no figado. A meia-
vida da testosterona livre é de 10-21 minutos. Uma de suas vias € conversdo em
androstenediona, inativando-a, no figado e 90% de seus metabdlitos sdo excretados na urina
(RANG; DALE; RITTER, 1997).

Com alteracdes na estrutura molecular dos compostos foi possivel reduzir ou excluir o
metabolismo hepético originando trés grupos de derivados: ésteres do grupo 17- B- hidroxil;
alquilados na posicdo 17-a; com o anel esteroide alterado (THEIN; THEIN; LANDRY, 1995).
A alquilacdo e a alteracdo do anel esteroide sdo usadas preferencialmente nas preparacoes via
oral (etinilestradiol, fluoximeterona, metandrostenolona, oximetolona, metiltestosterona,
stanozolol). A alquilacdo na posicdo 17-a retarda marcadamente a metabolizacdo hepatica,
aumentando a efetividade oral (LUKAS, 1993). Estes derivados tém boa absorcdo gastrica e
sdo altamente potentes, porém sdo excretados rapidamente devido a sua meia-vida curta e sdo
mais toxicos ao figado do que os injetaveis. A esterificacdo é Util nas preparacdes parenterais
(cipionato ou propionato de testosterona e nandrolona) (GHAPHERY, 1995; MELO, 1996-
1997).

A esterificacdo do grupo 17-B-hidroxil com acidos carboxilicos diminui a polaridade da
molécula, tornando-a mais sollvel nos veiculos lipidicos o que possibilita preparacdes
injetaveis de liberacdo lenta na circulacdo e, ocasionam menor toxicidade hepéatica que 0s
esteroides orais, além de terem menor poténcia. Porém, quanto maior a cadeia carbdnica do
éster, mais lipossolUvel se torna o esteroide e mais prolongada sua a¢do (LUKAS, 1996). Os
ésteres 17-B-hidroxilados da testosterona que maior duragdo de a¢do, como 0 enantato e 0
cipionato de testosterona, sdo as preparacdes mais efetivas, seguras e praticas disponiveis para
o tratamento da deficiéncia de testosterona (MATSUMOTO, 1996). No Brasil € possivel
encontrar preparacdes contendo cipionato, decanoato, undecanoato ou propionato de
testosterona, nandrolona, metiltestosterona e oximetolona (MELO, 1996-1997).

Estudos nacionais sobre a incidencia do uso de androgenos anabélicos descrevem dados
regionais. Silva e Moreau (2003) verificaram nas grandes academias de S&o Paulo que 19% dos
praticantes de musculacdo, com idade média de 27 anos, faz uso de EAA. Na Bahia, em um
bairro popular de Salvador, 0s EAAs mais utilizados entre os fisiculturistas foram Durateston®
e Deca-Durabolin® (IRIART; ANDRADE, 2002). Aradjo, Andreolo e Silva (2002) citam que
na cidade de Goinia, 21% dos frequentadores de academia usavam Deca Durabolin® e o

consumo foi maior em individuos com idade entre 18 e 26 anos, destes, mais de 70% tinham
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como finalidade ganhar massa muscular. Em outro estudo, realizado nas academias de Erechim
e Passo Fundo, no estado do Rio Grande do Sul, 6,5% dos frequentadores afirmaram ter usado
pelo menos uma vez EAAs, principalmente o Deca-durabolin® e Durateston® (FRIZON;
MACEDO; YONAMINE, 2005).

Alguns dos métodos de administragdo utilizados para aumentar o efeito dos
anabolizantes sdo: 1) “Empilhamento” (Stacking): quando h& uso de duas ou mais substancias
concomitantemente e/ou combinacgdo do uso oral ¢ injetavel; 2) “Piramide”: inicia-se em baixa
dosagem aumentando até 10-100 vezes o valor inicial atingindo um pico, com retorno gradual
as doses iniciais; 3) “Ciclos” (cycling): em que ha uso por 6 a 12 semanas, interrupgao por 3-4
semanas e repeticao do ciclo com suspensédo do uso algumas semanas antes da competicao e 4)
“Mista”, uma combinacao destes esquemas (THEIN; THEIN; LANDRY, 1995; GHAPHERY,
1995; GOLDWIRE; PRICE, 1995; LUKAS, 1993).

No cérebro, a testosterona pode ser aromatizados em 17-beta-estradiol, portanto, ativam
de forma direta o receptor androgénico (AR) e de forma indireta os receptores estrogénicos
(RctE e RpE) (LEPHART, 1996). O decanoato de nandrolona, assim como a testosterona pode
ser aromatizada em 17p-estradiol, e ter acdo sobre os receptores androgénicos do sistema
nervoso central na sua forma natural, e sobre os receptores estrogénicos (ER), na sua forma
metabolizada (CLARK; HENDERSON, 2003). Existem diferentes niveis de expressdo do AR
ou ERs em regides especificas do cérebro que estdo sobretudo relacionadas com a neurogénese,
funcdo neuroenddcrina, aprendizagem e memoria, cognicdo, controle motor, reproducdo e
tomada de decisbes (ZHANG et al., 2002; SHENG et al., 2004; FENG, et al., 2010).

2.1.3 Efeitos Colaterais dos EAAs

Os efeitos colaterais associados ao uso dos EAAs dependem de diferentes variaveis
como a dose, o periodo de utilizacdo, forma de aplicacdo, idade e metabolismo do organismo.

Nas mulheres, manifestam-se a masculinizacéo, evidenciada pelo engrossamento de voz
e crescimento de pelos no corpo, além de irregularidade menstrual, aumento do clitoris, atrofia
mamaria e esterilidade, sendo que alguns efeitos adversos podem ser irreversiveis, como a
hipertrofia do clitoris e a alteracdo no tom de voz (FRIEDL, 1990; BROWER, 1993; WU,
1997). No homem, os principais efeitos sdo: atrofia do tecido testicular, causando infertilidade

e impoténcia; dificuldade ou dor para urinar, hipertrofia prostatica, tumores de prostata;
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ginecomastia e o broto mamério devido & maior quantidade de horménio androgénico
convertido a estrogénio, pela acdo da aromatase (WU, 1997).

Dentre as alteragdes comuns a ambos os sexos, incluem alteracao da libido (aumento ou
diminuicdo), calvicie, erupcbes acnéicas, fechamento epifisario prematuro, ruptura de tendé&o,
devido ao aumento exagerado de massa muscular sem equivalente desenvolvimento do tecido
tendinoso; alteragdes no metabolismo lipidico, aumentando os niveis de LDL (lipoproteina de
baixa densidade) e diminuindo os de HDL (lipoproteina de alta densidade), alteracdes das
enzimas hepaticas, ictericia, tumores hepaticos e faléncia multipla de 6rgéos (FRIEDL, 1990;
KUIPERS et al., 1991; BROWER, 1993; JOHNSON, 1985; YESALIS; COURSON;
WRIGHT, 1993; SAMAHA et al., 2008; PAIS-COSTA; LIMA; SOARES, 2012). Também
foram observadas alteracdes hematologicas como mudancas do tempo de coagulacdo, aumento
do hematdcrito e policitemia, pois os EAA estimulam a eritropoiese mediante do aumento da
sintese de eritropoetina, o que pode favorecer a formacdo de trombos e aumentar a ocorréncia
de acidente vascular encefalico isquémico (AVEi). Eleva o risco para doencga coronariana e
aumento da pressdo arterial (ocorréncia de alteracdes eletrocardiograficas, cardiomiopatias,
infarto agudo do miocardio e embolia e hipertrofia cardiaca. Além disso, podem alterar a
imunidade humoral, através da diminuicdo dos niveis das imunoglobulinas 1gG, IgM e IgA
(FRIEDL, 1990; BROWER, 1993; KUIPERS et al., 1991; WU, 1997; STOLT et al., 1999;
DAWSON, 2001, DO CARMO et al., 2011).

Em estudos experimentais coelhos ndo treinados, o tratamento com decanoato de
nandrolona apresentou diminui¢do da acdo vasodilatadora da acetilcolina e da resposta contratil
da aorta (FERRER et al., 1994a; FERRER et al., 1994b). Carmo et al. (2011) relatam que a
administracdo de EAA associada ao treinamento fisico de natacdo induz a hipertrofia cardiaca
patoldgica, caracterizada pelo aumento do colageno intersticial e consequente diminuicdo da
funcéo diastolica.

Em relacéo as alteracdes comportamentais, os EAA pode provocar alteragdes de humor
e de comportamento , ansiedade e depressdo, episodios de psicose ou mania (ANNITTO;
LAYMAN, 1980; FREINHAR; ALVAREZ, 1985; POPE JR; KATZ, 1987; BAHRKE et al.,
1990; SCHULTE et al., 1993; DRIESSEN et al., 1996; GRUBER; POPE, 2000; BAHRKE et
al., 2000). Tambem sdo relatados transtornos afetivos que podem levar a episodios agressivos,
violentos e crimes como assassinato, cometidos por individuos que nunca tiveram esses
comportamento antes do uso de EAAs (POPE JR; KATZ, 1988; CONACHER; WORKMAN,
1989; CHOI; PARROT; COWAN, 1990; POPE JR; KATZ, 1990; DALBY, 1992; SCHULTE
et al., 1993, SCHWERIN et al., 1996; POPE JR; KOURI; HUDSON, 2000). Porém, para
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Kanayama et al. (2008) nédo se pode atribuir esses quadros exclusivamente ao uso de EAAS, ja
que a prevaléncia, os padrbes de uso e a gravidade desses efeitos permanecem pouco
compreendidos.

Tanto a agressividade como o transtorno de personalidade agressiva tém sido explicados
pela presenca de altos niveis de testosterona e seus metabolitos no organismo (VON DER
PAHLEN, 2005). No plano cognitivo os sintomas mais encontrados foram distracéo,
esquecimento e confusdo mental (SILVA; DANIELSKY; CZEPIELWSKI, 2002). O uso
indevido de EAA pode levar a consequéncias psicolégicas mais graves como o transtorno
dismorfico corporal, esse & um transtorno mental que provoca a distor¢do da imagem corporal
por parte do paciente (ASSUNCAO, 2002; TORRES; FERRAO; MIGUEL, 2005).

A interrupcdo do uso de anabolizantes pode levar a uma sindrome de abstinéncia durante
a qual surgem sintomas adrenérgicos como a depressao (LISE; GAMA E SILVA; FERIGOLO,
1999).

2.2 AMIGDALA

A amigdala junto com outras regiGes fazem parte do circuito de Papez na qual é um
sistema conhecido por estar envolvido na regulacdo da emocdo e a formagdo da memdria de
longo prazo (PAPEZ, 1937, VANN, 2013). Os circuitos neuronais que medeiam o0s
comportamentos emocionais estdo implicados na fisiopatologia de transtornos psiquiatricos
como agressividade, ansiedade, depressdo, alcoolismo, esquizofrenia, entre outros (FRAZER,;
HENSLER, 1994). A amigdala é uma importante regido do cérebro fundamental para a
expressao de estados ansiosos (ALHEID, 2003; DAVIS et al., 2010).

A amigdala, ou complexo amigdaloide compreende 13 nacleos, com amplas conexdes
internucleares e intranucleares. Os nucleos da amigdala sdo divididos basicamente em trés
grupos: o grupo profundo (basolateral), que abrange o nucleo lateral, nicleo basal e nucleo
lateral secundario; o grupo superficial (cortical), que contém os nicleos corticais e o nucleo do
trato olfatorio lateral; e também o grupo centromedial, composto dos nucleos medial e central
(PRICE; RUSSCHEN; AMARAL, 1987; MCDONALD, 1998).

Os nucleos basolaterais sdo as principais portas de entrada da amigdala, recebendo
informagdes sensoriais e auditivas; ja a via amigdalo fugal ventral e a estria terminal

estabelecem conexdo com o hipotalamo, permitindo o desencadeamento do medo (BEAR;
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CONNORS; PARADISO, 2002). Além do cortex e do tdlamo auditivos, areas ventrais do
hipotdlamo projetam-se para os nucleos basolateral e basomedial da amigdala, havendo, em
casos de lesdo dessas areas, interferéncia na geracéo do condicionamento (LEDOUX, 2003).

As relagdes entre a amigdala e o hipotalamo estdo intimamente ligadas as sensacfes de
medo e raiva. A amigdala € responsavel pela deteccdo, geracdo e manutencdo das emocdes
relacionadas ao medo, bem como pelo reconhecimento de expressdes faciais de medo e
coordenacao de respostas apropriadas a ameaca e ao perigo (PHAN et al., 2002; DE GELDER
etal., 2004; HOISTAD; BARBAS, 2008). Ela exerce ligacdo essencial entre as areas do cortex
cerebral, recebendo informages de todos os sistemas sensoriais. Estas, por sua vez, projetam-
se de forma especifica aos nucleos amigdaloides, permitindo a integracdo da informacéo
proveniente das diversas areas cerebrais, através de conexdes excitatorias e inibitorias a partir
de vias corticais e subcorticais (WILLIAMS et al., 2006).

Conex0es reciprocas entre o hipotdlamo anterior e outros ndcleos limbicos
hipotalamicos, como o hipotadlamo ventrolateral e medial, amigdala medial e central, septo
lateral e nucleos da estria terminal, sdo parte de um circuito neural relacionado a fenotipos de
agressdo (DELVILLE; DE VRIES; FERRIS, 2000).

O sistema nervoso autdonomo esta diretamente envolvido nas denominadas “situagdes
de luta e/ou fuga” e imobilizagdo (STRAUMAN et al., 2004). Toda vez que a pessoa percebe
0 meio ambiente como ‘“ameacgador”, a amigdala estard livre para desencadear estimulos
excitatorios sobre a regido lateral e dorsolateral da substancia cinzenta periaquedutal, que entéo
estimula as vias do trato piramidal, produzindo respostas de luta e/ou fuga. Além disso, ha casos
em que a pessoa responde a tais situagdes como se estivesse paralisada; essa resposta decorre
da estimulacdo da regido ventrolateral ao aqueduto cerebral, que também estimula as vias
neurais do trato corticoespinal lateral. Em situac6es de luta-fuga ocorre elevacéo da frequéncia
cardiaca e da pressdo arterial; de outro modo, nas situacdes de imobilizacdo ocorre intensa
bradicardia e queda da presséo arterial (PORGES, 2003).

O complexo amigdaloide parece exercer um papel importante na aprendizagem quando
diretamente relacionado com processos emocionais. A atividade neural do complexo
amigdaloide é afetada pelo estimulo emocional (WHALEN et al., 1998; WILLICK;
KOKKINIDES, 1995; PARKINSON; ROBBINS; EVERITT, 2000; O'DOHERTY et al., 2002;
WHITE; MCDONALD, 2002; HOLAHAN, 2005; PATON et al., 2006).

A excitabilidade na amigdala é mediada por sinalizagdo glutamatérgica que pode ser
aumentada em variadas condi¢des (MAREN, 1999; BENINI; AVOLI, 2006; ROSENKRANZ;
VENHEIM; PADIVAL, 2010). Algumas evidéncias indicam que os EAAs podem alterar
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aspectos morfoldgicos e neuroquimicos de sinapses glutamatérgicas no hipotdlamo, hipocampo
e cortex cerebral e, com isso, ter implicacdes comportamentais importantes (LE GREVES et
al., 1997; ROSSBACH et al., 2007). Em hamster sirios tratados com EAAs houve aumento da
expressao de glutamato, e de receptores GluR1em areas especificas da agressividade (FISHER;
RICCI; MELLONI JUNIOR, 2007).

Modelos animais demonstraram que 0 uso crénico e 0 abuso de esteroides anabolizantes
(stanozolol) afeta significantemente as monoaminas cerebrais que S0 responsaveis por
modificacdes neuroquimicas (TUCCI et al., 2012), além da reducéo na expressao dos receptores
de glicocorticoides no hipocampo e no plasma e aumento dos niveis basais matinais de cortisol
plasmaético, estas alteragdes metabdlicas tém sido relacionadas a disturbios do humor, como a
depressdo (TALIH; FATTAL; MALONE, 2007).

Outro neurotransmissor associado ao comportamento € a dopamina que é encontrada
em algumas areas do cérebro, incluindo aquelas associadas a comportamento agressivo como:
hipotalamo, rea septal, nucleo da estria terminal e diferentes ndcleos amigdaloides (ADAMS;
MOGHADDAM, 2000; WOMMACK; DELVILLE, 2002; PIRNIK; KISS, 2005). O RNA
mensageiro (MRNA) para dopamina foi localizado em areas associadas a agressdo, tais como
hipotalamo ventromedial e ventrolateral e amigdala central e medial (MANSOUR et al., 1990;
WEINER et al., 1991; JARED et al., 2010). A exposicdo a EAAs leva a uma alteracdo na
transmissao dopaminérgica (WILCZYNSKI; YANG; SIMMONS, 2003).

Além da transmissdo glutamatergica e dopaminergica, a serotonina é um
neurotransmissor implicado no controle de comportamentos agressivos em seres humanos
(COCCARO; KAVOUSSI; HAUGER, 1997), e segundo estudo realizado por Grimes e Melloni
(2002), animais tratados com EAAs apresentaram reducdo da atividade da serotonina, no
hipotdlamo anterior, hipotdlamo ventrolateral e amigdala medial, quando comparados aos
animais controle. Ela é um dos principais sitios pos-sinapticos que recebe projecGes
serotoninergicas provenientes do nucleo dorsal da rafe (DEAKIN; GRAEFF, 1991; HOYER,;
MARTIN, 1997). Na avaliacdo serotoninergica relacionada com EAAs, dependendo da regido
do cérebro analisada, pode ocorrer aumento ou diminui¢do da densidade de repectores para esse
neurotransmissor (KINDLUNDH et al., 2003).

Mecanismos moleculares cerebrais estdo relacionados aos efeitos comportamentais de
altas doses de EAAs em roedores (MCINTYRE; PORTER; HENDERSON, 2002). Roedores
recebendo injecBes de EAAs em doses supra fisiologicas (CLARK; HENDERSON, 2003)
mostraram aumento na agressdo social (HARRISON et al., 2000), sendo os efeitos

frequentemente dependentes da espécie e linhagem do animal, bem como do tipo de EAA
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administrado (CLARK; HENDERSON, 2003). Altas concentragdes de testosterona e seus
metabdlitos de EAAs podem levar a alteragdes funcionais, morfoldgicas e bioquimicas dos
neurdnios corticais, culminando na morte celular (DO CARMO et al., 2012).

Dessa forma, considerando que o sistema monoaminérgico regula o comportamento
humano, a agressividade, o0 comportamento sexual, 0 medo e a ansiedade, pode-se sugerir uma
possivel correlagdo entre alterages das monoaminas geradas pelos esteroides anabolizantes e
as alteracbes comportamentais e os disturbios do humor (HENDERSON et al., 2006; TUCCI
etal., 2012).

Na andlise do efeito da testosterona e de trés de seus derivados sintéticos em culturas de
celulas corticais de ratos, verificou-se um aumento da morte neuronal excitotoxica induzida por
NMDA (N-methyl-D-aspartate) (ORLANDO et al., 2007).

Segundo Ribeiro (2014) o uso de cipionato de testosterona e estanozolol em dose supra
fisioldgica promove reducéo de corpos de neurbnios na amigdala basolateral e nicleo postero
ventral da amigdala medial em camundongos. E Damido et al. (2012), o tratamento de
camundongos com esteroides anabolizantes, levou a uma diminuicdo significativa na
quantidade de corpos celulares de neurdnios no cortex cerebral de cerca de 30%, quando
comparados aos animais do grupo controle, que foram tratados com solucgdo fisiologica. No
entanto, Silva et al. (2012) relataram ndo haver diminuigdo na densidade de corpos de neurénios
no cortex cerebelar em camundongos submetidos a esteroides anabolizantes. Enquanto que
Ribeiro et al. (2014) usando a mesma técnica de analise de Silva et al. (2012) relatou reducéo

de células de Purkinje em camundongos machos tratados com Deposteron®.

3 JUSTIFICATIVA
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O uso indevido dos EAAs representa um alto risco de danos & salide, principalmente
entre jovens e adultos jovens, que buscam um corpo forte e musculoso de forma rapida, visando
apenas o beneficio estético sem qualquer critério ou controle.

Varios estudos vém mostrando efeitos deletérios associados ao uso indiscriminado
dessas substancias, principalmente relacionados com doencas cardiovasculares, hepaticas,
enddcrinas e neuroldgicas, alem de alteragdes comportamentais como ansiedade, agressividade
e depresséo.

Diante desses fatos este estudo visa elucidar de forma quantitativa, possiveis danos ao
Sistema Nervoso Central (SNC) especificamente na regido da amigdala basolateral (BLA) e
central (AC), que podem ser acarretados pelo uso abusivo desses farmacos, o que podem levar

perda de corpos celulares neuronais e alteracbes comportamentais relacionados a ansiedade.

4 OBJETIVOS



30

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar o efeito isolado e combinado de EAAS, Deca durabolin® e Durateston®, sobre
a distribuicdo neuronal na amigdala central e basolateral, bem como o impacto dessas drogas

sobre o comportamento ansiolitico em camundongos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Observar as alteracdes comportamentais relacionadas a ansiedade dos animais tratados
com EAAs em comparagdo ao grupo controle tratados com solucdo salina e analisar o nimero,
por area, de corpos celulares de neurbnios na amigdala basolateral e central, buscando

alteracdes quantitativas dos mesmos, devido ao tratamento com esteroides.
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5 MATERIAL E METODOS

O capitulo referente a Material ¢ Métodos foi didaticamente dividido em sete itens.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem Swiss, com idade aproximada
de 90 dias (jovens-adultos), com peso médio de 60 gramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL- MG. Os animais foram alojados em caixas
individuais, devido ao historico de agressividade dos camundongos submetidos a esteroides
anabolizantes. Foram tratados com racdo comercial prépria para roedores e dgua “ad libidum”
e mantidos em ciclo de 12 horas claro-escuro.

O projeto foi analisado e aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais da
UNIFAL-MG, protocolo n® 479/2012 conforme Anexo A.

5.2 TRATAMENTO

O tratamento foi realizado no laboratério de Anatomia da UNIFAL-MG e consistiu na
aplicacdo intraperitoneal (IP) de dois esteroides anabolizantes, isolados ou associados. Os
anabolizantes utilizados foram decanoato de nandrolona (Deca Durabolin®) e a mescla de
quatro anabolizantes: propianato de testosterona, fempropianato de testosterona, isocaproato de
testosterona e decanoato de testosterona (Durateston®).

Os animais foram tratados durante dois meses. A dose de Deca Durabolin® foi de 16,7mg/kg
e de Durateston® 83,3 mg/kg, aplicadas uma vez na semana, consideradas estas doses supra
fisiologicas. J& a aplicagcdo em associagdo consistiu nas mesmas doses uma vez por semana
cada. Os animais foram submetidos a natagdo monitorada durante cinco minutos, trés vezes por
semana (segunda, quarta e sexta-feira) durante o periodo de tratamento. A natacao foi realizada
em um recipiente de plastico medindo 43x34x26¢cm (Figura 1), contendo em seu interior agua

na temperatura entre 25°C préximo a borda, de modo que o0s animais ndo conseguiam tocar o
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fundo do recipiente e nem escalar suas paredes laterais, ndo conseguindo sustentar seu peso

com as patas.

Figura 1 - Caixa pléastica utilizada para a natagéo.
Fonte: Departamento de Anatomia (DAnat) da Unifal-MG.

Os animais foram divididos em quatro (4) grupos experimentais (n=10) totalizando 40

animais, conforme tabela 1.

Tabela 1 — Grupo de animais de acordo com os esteroides e as doses utilizadas.

Grupos NUmero de Tratamento Dosagem Treinamento
Animais (IP)
Grupo 1 10 machos Grupo Controle 0,02 ml Natacdo

(Solucao fisiologica)

Grupo 2 10 machos Deca Durabolin® 16,7mg/kg Natacdo

Grupo 3 10 machos Durateston® 83,3 mg/kg Natacdo

Grupo 4 10 machos Deca Durabolin® 16,7mg/kg Natacdo
+ Durateston 83,3 mg/kg

Fonte: Do autor
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5.3 COLETA E ANALISE MACROSCOPICA

Apds a eutanasia dos animais com inalacdo de Halotano® e a identificacdo de cada
animal, iniciou-se, 0 seguinte procedimento: os cranios foram abertos e os encéfalos retirados
inteiramente e entdo armazenados em recipientes de vidro contendo paraformaldeido 4% em
tampédo fosfato pH 7,4. Os encéfalos permaneceram imersos nesta solucdo fixadora por 48

horas.

5.4 PROCESSAMENTO E COLORACAO DAS AMOSTRAS

Os encéfalos foram processados seguindo-se a sequéncia padronizada nos
procedimentos histolégicos convencionais: desidratacdo em alcool, diafanizacdo em xilol e
inclusdo em parafina. Depois foram emblocados em parafina e cortados com espessura de 7um
em micrétomo Lupe® (Lupetec, Sdo Paulo, SP, Brasil). De cada encéfalo foram retiradas
amostras em cortes frontais e seriadas (BROWN; AGGLETON, 2001) para que as areas
pudessem ser analisadas. (PAXINOS; FRANKLIN, 2012; VAN STRIEN; CAPPAERT,;
WITTER, 2009).

As laminas foram coradas com violeta cresil para facilitar a visualizacdo dos
Corpusculos de Nissl dos corpos de neurbnios e assim possibilitar marcar fortemente e

individualmente cada célula para posterior contagem.

5.5 ANALISE QUANTITATIVA DOS CORPOS CELULARES DE NEURONIOS

Para a analise da quantidade de corpos celulares de neurdnios foi utilizada a metodologia
de contagem aleatoria simples (WEST, 1993a; WEST, 1993b; MANDARIN-DE-LACERDA,
1994,2003; PAKKENBERG; GUNDERSEN, 1995)

Para a determinagdo das areas estudadas utilizou-se o atlas de estereotaxia como
representada na figura 2 e 3. As regides estudadas encontravam-se em um plano na qual era

possivel visualizar o giro do cingulo invaginando para o corpo caloso, os ventriculos laterais, o
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terceiro ventriculo dorsal e ventral, além disso a amigdala basolateral tem um formato
delimitado de gota e a amigdala central encontra-se medialmente a ela.

A quantificacdo se deu em um aumento de 400 vezes na qual quantificou-se 3 campos
microscopicos de 3 cortes semi seriados, totalizando 9 campos histoldgicos por area estudada,
de cada animal, ou seja, da amigdala basolateral e central. A andlise foi feita com um Sistema
de Analisador de Imagens Axiovision4 Module Interactive Measurement da empresa Carl
Zeiss®, (Jena, Alemanha).

A analise foi feita com auxilio de uma area teste (couting frame) com medidas de 120,75
cm? fixada no monitor do computador. Na contagem marcou-se somente os corpos celulares
que apresentavam nucléolo, inseridos dentro do quadrante, ou seja, dispostos dentro da area
teste e na linha de inclusdo (linha verde) e foram excluidas as células nas linhas continuas em
vermelho (Figura 2). Assim, aferimos o nimero de células por area contada, e ndo o numero
total dessas células nas regifes analisadas. A contagem foi realizada nos dois hemisférios

cerebrais.

Figura 2 - Fotomicrografia de corte frontal de cérebro de camundongo, mostrando as &reas
estudadas, amigdala basolateral (bla) em vermelho e amigdala central (AC) em
azul. Também estdo representados os ventriculos laterais (LV) e o terceiro
ventriculo (3V).

Fonte: Paxinos e Franklin, (2012).
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Figure 43
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Figura 3 - Esquema das regides de corte frontal de cérebro de camundongo, mostrando
areas estudadas, amigdala basolateral (BLA) e amigdala central (CeL, CeC e CeM).
Fonte: Paxinos e Franklin, (2012).

S

Figura 4 — Fotomicrografia de corte frontal de cérebro de
camundongo corado com violeta cresil, mostrando
as areas estudadas, Amigdala Basolateral (BLA) em
vermelho e Amigdala Central (AC) em amarelo,
também estdo representados os ventriculos laterais
(LV). 25X

Fonte: Do autor.
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Figura 5 — Fotomicrografia de um corte frontal de cérebro de
camundongo, corado com violeta cresil,
mostrando as 4areas estudadas, amigdala
basolateral (BLA) em vermelho e amigdala
central (AC) em amarelo. 50X.

Fonte: Do autor.

Figura 6 — Imagem representativa de area teste desenhado em
transparéncia e fixado no monitor do computador para
quantificacdo de pontos inseridos somente dentro do
quadrante, excluindo pontos nas linhas continuas
(vermelho).

Fonte: Do autor.
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5.6. ANALISE DE ANSIEDADE

O labirinto em cruz elevado é um modelo etélogo para estudo da ansiedade (PELLOW
et al., 1985). E bem conhecido para detectar o efeito de drogas ansioliticas ou ansiogénicas e
foi usado como modelo de avaliagdo de ansiedade nesse estudo. O teste do labirinto em cruz
elevado consiste em um aparato com dois bracos abertos (50 x 10cm cada), dois bracos fechados
(50 x 10 x 40cm cada) e uma plataforma central (10 x 10cm) formando uma cruz suspensa a
50cm de altura (Figura 6). Cada animal foi colocado no centro do aparato de frente para um dos
bracos fechados e filmados por cinco minutos. As medidas comportamentais registradas foram:
numero de entradas nos bragos abertos e nos fechados (com as 4 patas) e o tempo de
permanéncia dos animais nestes bracos.

Um aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bragos abertos (entradas e
tempo) revela um comportamento ansiolitico (LISTER, 1987; FILE; MABBUTT,;
HITCHCOTT, 1990; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005). A porcentagem de tempo de
exploracdo dos bragos abertos é considerada um indice de medo e ansiedade. A porcentagem
de entradas nos bragos abertos esta relacionada a atividade locomotora e a ansiedade (CRUZ;
GRAEFF, 1994). Por outro lado, 0 nimero de entradas nos bragos fechados corresponde a um
indice de atividade locomotora (PELLOW et al., 1985; CRUZ; GRAEFF, 1994).

Figura 7A e 7B — Aparato utilizado no teste Labirinto em Cruz Elevado para teste comportamental
referente ao pardmetro de ansiedade.

Fonte: Do autor.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

O estudo representa um delineamento inteiramente casualizado (DIC), portanto, a
andlise estatistica foi realizada por meio de andlise da variancia (One-Way ANOVA) seguida
do teste de comparagdo das médias de Tukey. Utilizou-se o software GraphPad Prism 6. VValores

de p < 0,05 foram considerados significativos.
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6 RESULTADOS

Os resultados obtidos referem-se a quantificacdo de corpos celulares de neurbnios na
amigdala basolateral e na amigdala central nos quatro grupos estudados, aléem da analise da
ansiedade através do teste do labirinto em cruz elevado.

6.1 ESTIMATIVA DA DENSIDADE DE CORPOS CELULARES DE NEURONIOS

De acordo com a quantificacdo de corpos celulares de neurdnios realizadas nas
amigdalas basolateral e central, podemos observar nos graficos a seguir os resultados obtidos
apo6s administracdo dos esteroides anabolizantes Deca Durabolin® e Durateston® e o ciclo

destes, em camundongos machos submetidos a treinamento fisico através da natacao.

6.1.1 Amigdala Basolateral

Atabela 2 e afiguras 8, 9 e 10 representam o resultado global (média da amigdala direita
e esquerda) e dos antimeros cerebrais obtido da quantificacdo de corpos celulares de neurénios
na amigdala basolateral, amigdala basolateral direita e esquerda, de camundongos machos. Na
analise global, houve uma reducéo significativa de corpos de neurdnios em todos 0s grupos
tratados em relacdo ao controle. Assim como na analise do antimero direito da amigdala
basolateral que também houve reducéo significativa de todos os grupos tratados em relacéo ao
controle. Ja na andlise do antimero esquerdo da amigdala basolateral houve reducdo

significativa somente do grupo tratado com a associagao dos dois esteroides anabolizantes



Tabela 2 — Médias e desvio padrdo de corpos celulares de neurdnios da amigdala basolateral (ABL) e

de cada um dos antimeros cerebrais de camundongos machos.

Grupo ABL % ABLd % ABLe %

Controle 10,95+2,62° 11,7942,432 10,11+2,722

Durateston®  8,38+1,88° 23%  8,38+2,42° 29% 8,36+1,35? 17%

Deca 8,20+1,91° 25%  7,58+1,41° 35% 8,82+2,242 12%
Durabolin®

Dura-Deca 6,97+1,85° 36%  7,15+1,74® 39% 6,75+2,08° 33%

Legenda: Amigdala Basolateral Direita (ABLd); Amigdala Basolateral Esquerda (ABLe) e % redugdo em
porcentagem da densidade de corpos celulares de neurdnios.

Nota: Letras iguais referem-se a dados sem diferenca significativa, enquanto que letras diferentes se referem
a dados com diferenca significativa.

Fonte: Do Autor
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Figura 8 - Grafico que representa a quantificacdo global
de corpos celulares de neurénios da amigdala
basolateral de camundongos machos ap6s
tratamento com Durateston® (p<0,05), Deca-
durabolin® (p<0,01) e Durateston® com Deca
Durabolin® (p<0,001). Letras iguais referem-
se a dados sem diferenca significativa,
enquanto que letras diferentes se referem a
dados com diferenca significativa.

Fonte: Do autor.
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Figura 9 — Gréfico representando a quantificacao

Fonte: Do

de corpos celulares de neurdnios da
amigdala basolateral direita de
camundongos machos submetidos ao
tratamento de Durateston® (p<0,05),
Deca durabolin® (p<0,01) e Dura-
Deca (p<0,01). Letras iguais referem-
se a dados sem diferenca
significativa, enquanto que letras
diferentes se referem a dados com
diferenca significativa.

autor.
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Amigdala Basolateral Esquerda
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(p<0,05). Letras iguais referem-
se a dados sem diferenca
significativa, enquanto  que
letras diferentes se referem a
dados com diferenca
significativa.

Fonte: Do autor.

Figura 11 — Imagens que representam a quantificacdo de neurdnios em
Amigdala Basolateral. A:Grupo controle. B: Grupo Dura. C:
Grupo Deca. D: Grupo Deca-Dura.

Fonte: Do autor.



6.1.2 Amigdala Central

A tabela 3 e a figuras 11, 12 e 13 representam o resultado global e dos antimeros
cerebrais obtido da quantificacdo de corpos celulares de neurbnios na amigdala central de
camundongos machos. Indicando que houve uma reducéo significativa de corpos celulares de
neurdnios em todos os grupos tratados em relacdo ao grupo controle. Na analise global, houve
uma reducéo significativa de corpos de neurdnios em todos 0s grupos tratados em relagdo ao
controle. Na andlise do antimero direito da amigdala central houve reducéo significativa do
grupo tratado Deca-durabolin® e com a associacdo dos dois esteroides anabolizantes. Na

analise do antimero esquerdo da amigdala central houve reducéo significativa de todos 0s

grupos tratados em relacdo ao grupo controle.

Tabela 3 — Médias e desvio padrdo de corpos celulares de neurdnios da amigdala central de

camundongos machos.

Grupo AC % ACd % Ace %
Controle 24,78+236° 100% 23,51#2,17° 100% 26,04+1,92°  100%
Durateston®  19,73+3,02° 20% 21,00+3,23* 10% 18,46%+2,36°  29%
Deca 18,92+1,77° 23%  19,15+1,54° 18% 18,68+2,07°  28%
Durabolin®

Dura-Deca 17,61+2,18° 29%  18,02+2,13° 23% 17,20+2,32°  34%

Legenda: Amigdala Central Direita (ACd); Amigdala Central Esquerda (ACe) e % reducdo em porcentagem

da densidade de corpos celulares de neurénios.

Nota: Letras iguais referem-se a dados sem diferenca significativa, enquanto que letras diferentes se referem

a dados com diferenca significativa.
Fonte: Do autor.
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Figura 12 — Grafico que representa a quantificagdo

global de corpos celulares de neurénios
da amigdala central de camundongos
machos  ap6s  tratamento  com
Durateston® (p<0,001), Deca
Durabolin® (p<0,001) e Durateston®
com Deca Durabolin® (p<0,001). Letras
iguais referem-se a dados sem diferenca
significativa, enquanto que letras
diferentes se referem a dados com
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diferenga significativa.

Fonte: Do autor.
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Figura 13 - Gréafico que representacdo a
quantificacdo de corpos celulares
de neurdnios da amigdala central
direita de camundongos machos, no
qual houve diferenca significativa
no grupo Deca Durabolin®
(p<0,05) e no grupo Durateston® e
Deca Durabolin® (p<0,01)

Fonte: Do autor.

6.2 Analise Comportamental
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Figura 14 — Gréfico que representa a de corpos

celulares de neurbnios da amigdala
central esquerda de camundongos
machos. Todos 0s grupos tratados
apresentaram diferenca significativa
em relacgdo ao grupo controle (p<0,001)

Fonte: Do autor.
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As taxas de entrada na area central, nos bracos fechados e nos bragos abertos e estdo

representadas nas figuras 14 e 15 respectivamente. Os dados mostram que ndo houve diferencas

significativas na taxa de entrada nos bracos fechados, abertos ou area central nos grupos

tratados quando comparado o grupo controle.
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Figura 15 — Taxa de entrada na area central do aparato labirinto

em
Fonte: Do autor.
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Figura 16 — Taxa de entrada nos bracos fechados
do aparato labirinto em cruz
elevado.

Fonte: Do autor.
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Figura 17 — Taxa de entrada nos bragos abertos
do aparato labirinto em cruz
elevado.

Fonte: Do autor.
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Os resultados referentes ao tempo de permanéncia nos bracgos fechados, bragos abertos

e area central estdo representados nas figuras 17, 18 e 19 respectivamente. O tempo de

permanéncia nos bracos fechados foi menor para o grupo tratado com Deca Durabolin® que

permaneceu por menos tempo nesse braco (figura 17). Nao houve diferenca significativa no

tempo de permanéncia do braco aberto (figura 18) em relacdo ao grupo controle. Ja na analise

do tempo na érea central houve um aumento da permanéncia dos grupos Deca Durabolin® e

Deca-Dura (figura 19) em relagdo aos outros grupos. Estes resultados demonstram que 0s

animais dos grupos Deca e do grupo Deca-Dura se mostraram menos ansiosos que 0S outros

grupos tratados e o grupo controle por permanecerem mais tempo em uma area também

considerada aversiva ao animal.



tempo de permanéncia nos bragos fechados (%)
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Figura 18 — Tempo de permanéncia, em porcentagem,
nos bracos fechados do aparato labirinto
em cruz elevado. Sendo: * = Resultado
significativo (p< 0,05).

Fonte: Do autor.
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Figura 19 — Tempo de permanéncia, em
porcentagem,  nos  bragos
abertos do aparato labirinto em
cruz elevado.

Fonte: Do autor.
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aparato labirinto em cruz elevado.
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O capitulo referente a discussdo foi dividido em estimativa da densidade de corpos

celulares de neurdnios e analise comportamental.

7.1 ESTIMATIVA DA DENSIDADE DE CORPOS CELULARES DE NEURONIOS

Ao comparar a reducdo de neurdnios entre 0s antimeros cerebrais, pode-se observar que
houve uma reducédo significativa do numero de corpos celulares de neurbnios da amigdala
basolateral direita de camundongos machos tratados com Deca Durabolin® (35%) e
Durateston® (29%) e a combinacdo destes dois anabolizantes (39%), conforme resultado
mostrado na andlise global de neurénios. Ja, na amigdala basolateral esquerda houve reducéo
significativa somente no grupo tratado com Deca Durabolin® e Durateston® associados (33%).

Isso se deve, provavelmente, a assimetria do cérebro. Embora os estudos em animais
sejam escassos, a assimetria hemisférica também tem sido associada com as diferencas de sexo,
stress, medo e padres de comportamentos (SULLIVAN, 2004; ORMAN; STEWART, 2007)
sendo que esses comportamentos citados estdo em intima relagdo com a amigdala.

Tem sido observado assimetria cerebral pré-frontal em mulheres com diagndéstico de
transtorno disforico pré-menstrual ou relacionados com as fases menstruais. (TRANEL et al.,
2005; HWANG et al, 2009; ACCORTT et al, 2011). Mesmo moléculas
mediadoras/receptoras, tais como GABA e NMDA mostram distribui¢des assimétricas
(GUARNERI et al., 1985; ITO et al., 2000; KAWAKAMI et al., 2003). Esta distribuicdo
assimétrica de alguns receptores/mediadores poderia explicar essa reducgdo significativa no
hemisfério direito em relacdo ao hemisfério esquerdo também na amigdala central e basolateral
por apresentarem moléculas como GABA e NMDA na sua estrutura.

De acordo com os dados encontrados na analise de corpos de neurdnios nas amigdalas
basolateral e central, pode-se dizer que a administracdo de esteroides anabolizantes Deca
Durabolin® e Durateston®, em doses elevadas podem levar a uma redugdo drastica da
densidade de corpos de neur6nios, o que indica que o uso desses farmacos pode levar a
degeneracgéo neuronal e consequentemente, prejudicar funcGes a que essa area se destina. Esses

resultados estdo de acordo com os dados apresentados por Ribeiro (2014) na qual o uso de
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cipionato de testosterona e estanozolol em dose supra fisioldgica promoveu reducéo de corpos
de neurdnios na amigdala basolateral e nucleo péstero ventral da amigdala medial em
camundongos. E corroboram com Damido et al. (2012), onde o tratamento de camundongos
esteroides anabolizantes levou a uma diminuicdo significativa na densidade de corpos celulares
de neur6nios no coértex cerebral destes animais, quando comparados aos animais do grupo
controle. Além disso, Scaccianoce et al. (2013) cita o potencial neurodegenerativo dos EAAS
que leva a susceptibilidade aumentada a estimulos apoptoticos neuronais. Ribeiro et al. (2014)
relatou reducdo de células de Purkinje em camundongos machos tratados com Deposteron®;
Silva et al. (2012) relaram ndo haver diminuic&o na densidade de corpos de neur6nios no cortex
cerebelar em camundongos submetidos a esteroides anabolizantes.

Altas concentracdes de testosterona e metabolitos de EAAs podem levar a alteracdes
funcionais, morfologicas e bioquimicas sobre os neurdnios, culminando na morte celular (DO
CARMO et al., 2012). Estes resultados suportam os resultados encontrados em nosso trabalho,
pois sugere que a degeneracdo celular seja o provavel motivo pelo qual houve reducdo de
neurdnios no tratamento de EAAS.

Orlando et al. (2007) descreveram o efeito da testosterona e de trés de seus derivados: a
nandrolona, o stanozolol, e a gestrinona, sobre a morte neuronal excitotoxica induzida por N-
metil-D-aspartato (NMDA) em culturas primarias de células do cortex de ratos. Os dados
encontrados sugerem que altas doses da testosterona aumentam a vulnerabilidade neuronal
ocorrendo uma maior citotoxicidade que facilita a morte celular. Caraci et al. (2011)
observaram resultados semelhantes de neurotoxicidade de EAAs em cultura de neurénios
corticais. Dessa forma, este trabalho sugere que os EAAs contribuem para a morte neuronal
exotoxica, mecanismo que ocorre através da ativacdo de receptores androgénicos e
glutamatérgicos.

A reducdo dos niveis de serotonina na amigdala promove aumento de RNAm GIuR1,
aumentando a expressdo da proteina, ou seja, aumenta a neurotransmissdo glutamatérgica
(TRAN et al., 2013). O uso abusivo de esteroides anabolizantes reduz os niveis de RNAm de
receptores de serotonina em amigdala, cortex pré frontal, hipocampo e hipotalamo (AMBAR,;
CHIAVEGATTO, 2009). Os esteroides aumentam a taxa de liberagdo de glutamato e aspartato,
aumentando a probabilidade de ligacdo de glutamato aos receptores NMDA ou AMPA
(BRANN; MAHESH, 1995; VENTRIGLIA; DI MAIO, 2013). Dessa forma sugere-se que o
uso de esteroides anabolizante leva a um aumento de transmissdo glutamatérgicas,

principalmente por receptores NMDA, além de reduzir a transmissao de serotonina.
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Brann e Mahesh (1994) demonstraram haver interagGes sinérgicas entre o glutamato e
0s esteroides gonadais, interacOes estas que podem participar da coordenagdo de diversas
funcBes hipotalamicas e limbicas. Em hamster sirios tratados com EAAs houve aumento da
expressdo de glutamato, e também aumento de receptores GluRlem areas especificas da
agressividade (FISHER; RICCI; MELLONI JUNIOR, 2007). A excitabilidade na amigdala é
mediada por sinalizagdo glutamatérgica que pode ser aumentada em variadas condigdes
(MAREN, 1999; BENINI; AVOLI, 2006; ROSENKRANZ; VENHEIM; PADIVAL, 2010).
Esses estudos também contribuem com o fato de que esteroides anabolizantes aumentam a
transmissao glutamatérgica em amigdala.

Os estudos de Lucas e Newhouse (1957) mostraram que o L-Glu também funcionava
como uma neurotoxina, destruindo a retina de camundongos. Descobriu-se mais tarde que uma
alta concentracdo de L-Glu na fenda sinaptica leva a uma super estimulacéo dos seus receptores,
0 que eleva a concentragdo de Ca?" no terminal pds-sinaptico acima do limiar necessario para
ativar os mecanismos regulatorios, ativando os mecanismos intracelulares de excito toxicidade
que podem resultar na morte neuronal (SATTLER; TYMIANSKI, 2000). Diano, Naftolin e
Horvath (1997) contribui para esta teoria da interacdo glutamato/esteroides ao descobrir
receptores glutaminérgicos (AMPAQgIuR) e receptores de esteroides em é&reas limbicas e
hipotalamicas de ratos. O uso de decanoato de nandrolona a longo prazo esta associado a
diminuicdo da depuracdo glutamato extracelular, devido a menor captagcdo astrocitaria de
glutamato causando hiperexcitabilidade de receptores NMDA, receptor relacionado com
comportamentos agressivos (KALININE et al., 2014). A partir desses trabalhos, sugere-se que
os esteroides anabolizantes estdo relacionados com o aumento de interacGes glutamatérgica e
que a alta concentracdo de glutamato esta relacionada com neurotoxicidade.

A partir dos trabalhos citados que monstra a toxicidade neuronal por causa de uma
liberacdo excessiva de L-Glu que atinge um potencial neurotoxico e levando a morte neuronal,
sugere-se que essa diminuicdo na estimativa da densidade de corpos celulares de neurénios
observadas no atual experimento pode ser resultado da administracéo cronica e supra fisiologica
dos EAAs.

Esperava-se que no grupo tratado, os dois anabolizantes em ciclo, houvesse uma maior
reducao de neurdnios em relagdo aos outros grupos, o que ndo foi observado a nao ser na analise
da amigdala basolateral esquerda. 1sso pode ser explicado devido a uma possivel saturagdo dos
receptores, ou seja, quando a concentracdo do substrato aumenta, no caso a concentracdo de
anabolizantes, a disponibilidade de sitios ndo se faz na mesma proporcdo (AIRES, 2013),

podendo este ser um dos motivos dos resultados obtidos no presente estudo.
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7.2 ANALISE COMPORTAMENTAL

A amigdala tem a fungdo de processar estimulos emocionais devido a amplas conexdes
com areas corticais, envolvidas com fungdes cognitivas de atencdo, percepcdo e memdria
explicita (MCGAUGH, 2000; PHELPS; LEDOUX, 2005). Alteracdo destes circuitos podem
levar a distdrbios de ansiedade que sdo comumente associados a amigdala, tais como: fobias
sociais (BIRBAUMER et al., 1998), transtorno do panico (COPLAN; LYDIARD, 1998;
GORMAN et al., 2000), disturbio obsessivo-compulsivo (PUJOL et al., 2004) e estresse pos-
traumatico (ACKERMAN et al., 1998; RAUCH, SHIN; PHELPS, 2006). Portanto, alteracdes
na densidade de neurdnios nesta regido podem provocar tais transtornos comportamentais em
usuarios de tais farmacos, assim como observado neste experimento que demonstrou que doses
supra fisioldgicas de tais esteroides provocaram um efeito ansiolitico nos animais.

A taxa de entrada nos bracos fechados que apresentou resultados estatisticamente igual
entre os animais, é um paradmetro indicativo da atividade locomotora dos animais (BECERRA,
2004), mostrando que ndo houve alteracdo na mesma. Dados apoiado pelo experimento de
Salvador, Moya-Albiol e Martinez-Sanchis (1999), que ndo observaram alteragdes na atividade
locomotora de camundongos tratados com decanoato de nandrolona e propionato de
testosterona e com uma mistura dos dois. Este estudo utilizou trés metodologias diferentes para
a andlise da locomogao, onde alteragdes na capacidade locomotora dos animais ndo foram

encontradas em nenhum dos experimentos.

Jé& os resultados referentes ao tempo de permanéncia nos bracos fechados do aparato
mostraram ser significativo para o grupo tratado com Deca Durabolin® que permaneceu por
menos tempo nesse braco. Em relacdo ao tempo de permanéncia do braco aberto ndo houve
diferenga significativa entre os grupos tratados em relacdo ao grupo controle. Ja na analise do
tempo na area central houve um aumento da permanéncia dos grupos Deca Durabolin® e Deca-
Dura. Esse aumento de tempo de permanéncia na area central do LCE para o grupo Deca e 0
grupo Deca-Dura sugere que o uso de tais farmacos em doses supra fisiologicas pode provocar
um efeito ansiolitico pois essa € uma area considerada aversiva ao animal (AMBAR,;
CHIAVEGATTO, 2009). Estudos que apoiam esses resultados sdo o de Aikey et al. (2002) que

observaram uma resposta ansiolitica em camundongos, representada pelo aumento do nimero
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de exploracdo dos bracos abertos, sem alteragdo da atividade locomotora, no teste do LCE,

trinta minutos apos aplica¢do de dose Unica de testosterona.

Bitran, Kellogg e Hilvers (1993) avaliaram os efeitos de uma dose elevada de
propionato de testosterona (implantes) no desempenho de ratos no labirinto em cruz elevado
com 6 ou 14 dias ap6s o implante ser feito. Os niveis séricos de testosterona foram elevados de
7 a 10 vezes maior em ratos que receberam implantes em relacdo aos controles intactos. Os
ratos com 6 dias de exposicdo a testosterona propionato apresentaram um aumento na
exploracdo dos bragos abertos do labirinto em cruz elevado em relagdo aos controles, um sinal
de ansiedade reduzida. Dados que corroboram com nossos estudos pois os ratos sob o uso de
EAAs permaneceram também um uma area aversiva ao animal, porém em nosso trabalho os
animais ndo ficaram nos bragos abertos e sim na area central da plataforma, esse fato pode

ocorrer devido o tratamento ter sido em espécies, tempo e doses diferentes.

Bing et al. (1998) utilizaram de outra metodologia para verificar ansiedade, o teste de
conflito de Vogel, na qual ratos Wistar receberam uma tnica injecao de testosterona 24 horas
antes do teste. Neste teste, ratos privados de agua foram treinados para lamber a partir de um
bico em uma camara operante. Ap6és um periodo de privagao de 24 horas, os ratos foram
devolvidos para a cadmara e permitido beber sem punicdo. Dai em diante cada lambida foi
acompanhada por um choque elétrico e o nimero de choques recebidos foi gravado. Bing et al.
(2008) observaram que os ratos tratados com testosterona aceitaram mais choques do que o
grupo controle, em conformidade com uma agao ansiolitica da testosterona. Agren et al. (1999)
e Aikey et al. (2002) também demostram que a testosterona ¢ responsavel pela diminuicao da
ansiedade. A administracdo de androgenos esta relacionada com a diminui¢do da ansiedade e
melhoria do desempenho cognitivo de camundongos machos (FRYE; EDINGER; SUMIDA,
2008). Administragdo repetida de altas doses de decanoato de nandrolona diminui a ansiedade
(KOUVELAS et al., 2008). Esses relatos colaboram com nossos estudos pois os camundongos
ficaram um maior tempo na area central, assim como os bragos abertos ¢ considerado um local

aversivo ao animal.

Existem na literatura diferentes relatos em relagao dos efeitos dos anabolizantes sobre a
ansiedade em modelos animais. Os diferentes resultados podem estar relacionados com as
diferentes espécies utilizadas nos experimentos, como camundongos ou ratos (ZULOAGA et
al., 2008, 2011), é também plausivel que os resultados inconsistentes podem ser explicados pela
idade (MORRISON; RICCI; MELLONI Jr, 2015), além da concentragéo, da estrutura quimica
e da via de administracdo do EAA utilizado e do periodo de tratamento.
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Alguns trabalhos mostram que os EAAs néo tém efeitos sobre a ansiedade dos animais
experimentais, Zotti et al. (2014) mostraram que ndo houve alteragdo no tempo permanecido
nos bragos abertos, e que 0s EAAS possuem acao depressiva mas ndo ansiogénica. Rojas-Ortiz
et al. (2006) demonstrou que a administragdo cronica de 17a-metiltestosterona ndo alterou
comportamentos relacionados a ansiedade, ja& que ndo houve alteragdo em ralacdo aos
parametros dos bracos abertos. Ramos-Pratts et al. (2013) afirmam que a acdo aguda de EAA
ndo teve acdo sobre a ansiedade. Morrison, Ricci e Melloni Jr (2015) mostram que 0s grupos
de animais jovens e adultos foram tratados com um coquetel de EAA, nesse experimento
somente houve alteracdo de ansiedade apds 3 semanas da retirada de EAA dos grupos, sendo
que os adolescentes se mostraram mais ansiosos e 0s adultos menos ansiosos. Esses trabalhos
mostram a relacao entre bracos abertos com os fechados, na qual ndo foram analisadas taxas de
entrada e tempo de permanéncia na plataforma central do LCE. Esse pode ser um dos motivos

na qual eles comprovaram que os EAAs ndo tém acdo sobre a ansiedade por esse teste.

Como resultados diferentes de nosso experimento mostra-se que os EAA estdo
relacionados em aumentar o nivel de ansiedade, como: Costine et al. (2010), na qual
encontraram o efeito ansiogénico de trés tipos de anabolizantes. Barreto-Estrada et al. (2004)
que obtiveram como resultado do tratamento com anabolizantes um nivel aumentado ansiedade
nos ratos machos tratados, enquanto as fémeas tratadas ndo apresentaram diferenca no nivel de
ansiedade no LCE. Ambar e Chiavegatto (2009), cujos animais machos tratados com decanoato
de nandrolona diariamente, durante 28 dias também apresentaram um aumento nos niveis de
ansiedade, observado na diminuicdo da permanéncia desses animais nos bracos abertos do
aparato e na area central do mesmo, sendo ambas consideradas como areas aversivas ao animal.
Rocha et al. (2007), onde foi constatado que o decanoato de nandrolona, aplicado duas vezes
na semana (segunda e quinta-feira) em ratos machos, induziu aumento no nivel de ansiedade.
Tais resultados obtidos por Rocha et al. (2007) derivam da diminui¢ao do tempo de permanéncia
e da taxa de entrada dos animais machos tratados com decanoato de nandrolona nos bragos
abertos do aparato (LCE). Isso pode ter ocorrido por varios fatores: espécie animal em questao,

dose e tempo de tratamento.

8 CONCLUSAO

De acordo com os experimentos realizados neste estudo e com a metodologia utilizada

referentes ao estudo comportamental e ao estudo quantitativo de corpos de neurdnios, nos
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permite concluir que houve uma diminui¢do de corpos celulares de neurdnios na Amigdala
Central e Basolateral de camundongos tratados com doses supra fisioldgicas dos esteroides
anabolizantes Durateston®, Deca Durabolin® e a associacdo dos dois farmacos e que estes
EAAs causaram um efeito ansiolitico nos animais tratados.

Isso nos permite sugerir que o uso de doses supra fisiologicas de EAAs pode levar a

toxicidade e consequentemente degeneracgdes celulares e altera¢cdes comportamentais.
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