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RESUMO

Os esterdides anabolico-androgénicos (EAAs) sdo derivados sintéticos da testosterona
utilizados de maneira abusiva por individuos que procuram ganho de forca fisica ou apenas
efeitos esteticos. Doses suprafisiologicas destes compostos tém sido associadas a possiveis
danos em tecido nervoso, a efeitos emocionais e comportamentais adversos, como alteracéo
nas respostas de ansiedade ou agressividade. Considerando o desconhecimento dos aspectos
neurais envolvidos nestas alteragdes comportamentais, e os resultados de trabalhos que
apontam para um possivel efeito deletério dos EAAs no Sistema nervoso central (SNC),
investigamos a integridade do numero de neurdnios da amigdala basolateral (ABL) e do
nacleo postero-ventral da amigdala medial (MePV) de camundongos machos e fémeas. Os
animais receberam injecdes intraperitoneais de cipionato de testosterona (Deposteron®) e
estanozolol (Winstrol Depot ®) em doses suprafisiologicas, duas vezes por semana, no
periodo de 33 dias. Assim como um grupo controle recebeu solucdo salina estéril a 0,9% nos
mesmos dias. Foi realizada a analise numérica de perfis de corpos celulares de neurbnios para
a quantificacdo dos mesmos e testes comportamentais. Os animais tratados apresentaram
respostas ansiogénicas no teste do labirinto em cruz elevado (LCE). No entanto, ndo foram
observadas alteracGes na atividade motora geral em campo aberto (CA) e nos parametros de
agressividade no teste de modelo residente-intruso. Os dois EAAs foram capazes de reduzir
significantemente a quantidade de corpos celulares de neurbnios nas duas areas analisadas,

sugerindo um processo de morte neuronal induzido pelos EAAs.

Palavras-chave: Esteroides. Tonsilas do cerebelo. Ansiedade. Animais - comportamento

agressivo.



ABSTRACT

The androgenic-anabolic steroids (AAS) are synthetic derivatives of testosterone abusively
used by individuals looking to gain physical strength or aesthetic purposes.
Supraphysiological doses of these compounds have been associated with possible damages to
nervous tissue, emotional and behavioral adverse effects, such as changes in anxious or
aggressive responses. Considering the lack of knowledge about the neural aspects involved in
these behavioral changes, and researchs that point to a possible deleterious effect of AAS in
the central nervous system (CNS), we investigated the integrity of the number of cell bodies
of neurons of the basolateral amygdala (BLA) and the posteroventral medial amygdala
nucleus (MePV) of male and female mice. The animals received intraperitoneal injections of
testosterone cypionate (Deposteron ®) and stanozolol (Winstrol Depot ®) supraphysiological
doses, twice a week in the period of 33 days. As a control group received 0.9% sterile saline
solution on the same days. For quantification and behavioral tests, analyses on the number of
cell bodies of neurons was performed. The treated mice showed an increase in anxiety-related
behaviors in the elevated plus maze test, and no changes were observed in the general motor
activity in the open field and parameters of aggressiveness in the resident-intruder test model.
The two AAS were able to significantly reduce the number of neuronal cell bodies in both

analyzed areas, suggesting a process of neuronal death due to apoptosis induced by the AAS.

Keywords: Steroids. Cerebellar tonsil. Anxiety. Animals - aggressive behavior.
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1 INTRODUCAO

Os neurdnios sao células altamente diferenciadas, organizadas e com fungdes tao
especializadas que tornam a estrutura do sistema nervoso central (SNC) uma das mais
complexas do organismo humano. Seu estudo compreende interacdes entre os diversos
sistemas, realizadas por conexdes nervosas, neurotransmissores € hormonios. As informagdes
e comunicagdes entre os neurdnios sao feitas por intermédio de substancias quimicas
produzidas por eles e liberadas nas fendas sindpticas, os chamados neurotransmissores. Varias
substancias desempenham esta fun¢do, como acetilcolina, adrenalina, opidides, dopamina,
serotonina e mais uma infinidade delas.

O SNC ¢ um dos principais “tecidos-alvo” dos esterdides sexuais, os quais agem tanto
por mecanismos gendmicos, modulando a sintese, liberacdo e metabolismo de muitos
neuropeptideos e neurotransmissores, como por meio de mecanismos nao-genomicos,
influenciando a excitabilidade elétrica, a fun¢do sindptica e as caracteristicas morfoldgicas
dos neurdnios (SILVA ; SA, 2013).

Os esteroides sao hormdnios produzidos principalmente pelo cortex da glandula supra-
renal e pelas gonadas, e sdo responsaveis por diversas fun¢des no organismo, tais como
controle metabdlico ou de caracteristicas sexuais. Os esteroides anabolizantes androgénicos
(EAASs) sdo sintéticos derivados da testosterona, muito utilizados na clinica médica e também
no meio esportivo devido as suas propriedades anabolicas maximizadas através da alteragao
de suas estruturas quimicas (HEBERT et al. 1984; KUHN, 2002).

Em doses terapéuticas, os EAAs sdo utilizados em diversos tratamentos na clinica
médica, como por exemplo, no tratamamento de pacientes com deficiéncia natural de
androgenos e até na recuperacao de cirurgias e atrofias musculares por melhorarem o balango
nitrogenado em estados catabdlicos (CELOTTI ; CESI, 1992; CREUTZBERG, et al. 2003;
HEBERT et al. 1984).

No meio esportivo, o uso abusivo de EAA ¢ uma pratica muito empregada visando
melhorar o desempenho fisico de atletas e aumentar a massa muscular, porém a sua utilizagao
ndo ¢ restrita a este meio, sendo também uma pratica crescente entre praticantes de atividades
fisicas, principalmente em academias. Grande parte dos abusos de EAAs ocorre entre
fisiculturistas ndo-competitivos ou ndo atletas (KAM; YARROW, 2005).

Atualmente, o aumento do comércio destes farmacos (20-30% ao ano) para fins ndo

terapéuticos, tornou-se um problema de satide publica (EVANS, 2004). Em resposta ao
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aumento do consumo destas substancias, a fabricagdo clandestina e ao comércio ilegal; em
1991 os EAA foram classificados como substincias de uso controlado do tipo 3 pelo
congresso norte americano (SHAHIDI, 2001; SJOQVIST et.al. 2008). No Brasil estes
farmacos também sao substancias de consumo controladas (KICMAN, 2008).

O uso abusivo de EAA ¢ baseado em doses suprafisiologicas que sdo de 10 a 100
vezes maiores que as doses terapéuticas (BROWER, 1993; CLARK; FAST, 1996) e isso tem
sido associado a um amplo espectro de efeitos adversos fisicos e psiquicos. Pouco se sabe
sobre a atuacdo dos EAA no cérebro humano, havendo relatos de alteragdes no
comportamento agressivo, ansiedade e depressao, dentre outras (BAHRKE et al. 1990; POPE;
KATZ, 1988; SCHULTE et al. 1993).

Os efeitos adversos fisicos e psicologicos dos EAA permanecem incompletamente
documentados, havendo mais comumente envolvimento hepatico, endocrino,
musculoesquelético, cardiovascular, imunolédgico, reprodutivo e psicologico, que podem ser
divididos em trés tipos: efeitos virilizantes, efeitos feminilizantes (mediados pelos metabolitos
estrogénicos do esterdide) e efeitos toxicos, geralmente mediados por mecanismos incertos
(THEIN et.al. 1995; WILSON, 1996).

Estudos demonstram que os EAA podem ter atividade deletéria sobre o SNC de
humanos, manifestando-se por alteragdes morfoldgicas, funcionais e comportamentais. Os
androgenos sdo reconhecidos como moduladores do comportamento agressivo (BARFIELD
et.al. 1972; SVARE, 1990). Sabe-se muito pouco sobre os efeitos dos EAA na ansiedade. De
uma maneira geral os poucos estudos que abordaram EAA e ansiedade apresentam resultados
controversos (BITRAN et al. 1993; CLARK; HENDERSON, 2003).

Estudos recentes (CLARK et al. 2006; MCINTYRE et al. 2002) estdo comecando a
investigar mecanismos moleculares cerebrais relacionados aos efeitos comportamentais de
altas doses de EAA em roedores. O recente trabalho de Damiao et al. (2012), demonstrou a
ocorréncia de alteracdes significativas na quantidade de corpos celulares de neurdnios no
cortex cerebral de animais tratados com esteroides anabolizantes.

Um exame detalhado das redes neurais que regulam os comportamentos associados a
ansiedade e a agressividade, revelam a sobreposicao de circuitos neurais, dando bases a idéia
de que a agressividade e a ansiedade compartilham uma neuroanatomia em comum
(DELVILLE et al. 2000; ERNST; FUDGE, 2009; RICCI et al. 2012).

O sistema limbico regula uma série de comportamentos que sdo essenciais para a
sobrevivéncia de todas as espécies de vertebrados, incluindo os seres humanos. Controla

predominantemente, respostas adequadas aos estimulos com relevancia social, emocional ou
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motivacional, que inclui comportamentos inatos como acasalamento, agressdo e defesa. A
ativagdo dos circuitos que regulam esses comportamentos inatos comega no Sistema Nervoso
Periférico (SNP) com a estimulagdo sensorial (principalmente através do sistema olfativo em
roedores), ¢ ¢ entdo processado no cérebro por um conjunto de estruturas que inclui a
amigdala e o hipotalamo (SOKOLOWSKI; CORBIN, 2012).

Anatomicamente, o complexo amigdaldide, dentre outras estruturas do sistema
limbico, como a area septal e o hipocampo se mostra como a principal rede neural envolvida
com esses comportamentos. Dentre as diferentes fun¢des da amigdala de ratos estdo respostas
a estimulos gerados por medo e ansiedade, percepcdes de estimulos olfatérios e hormonais
(como o dos esterdides sexuais e os glicocorticoides), modulagdo dos comportamentos
reprodutivo, maternal, defensivo e agressivo e participagdo na aquisi¢do do aprendizado e da
memoria condicionada (DAVIS, 2000; DE CASTILHOS et al. 2008; EVERITT, 1995;
KLING; BROTHERS, 1992; LeDOUX, 1992; PITKANEN, 2000; QUIRK et al. 1995;
RASIA-FILHO et al. 2000; SWANSON; PETROVICH, 1998; WOOD; NEWMAN, 1995).

Partindo do exposto, fica evidente que ha efeitos neuroldgicos negativos consideraveis
em decorréncia do uso abusivo ou cronico de EAAs. Desta forma, estudos com resultados
positivos ou negativos sobre alteracdes neuro-hormonais ou estruturais decorrentes do uso de
esteroides anabolizantes, tornam-se essenciais para o melhor entendimento dos efeitos

adversos de uma droga em consumo crescente na sociedade.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os EAAs referem-se aos hormonios esterdides da classe dos hormonios sexuais
masculinos. Estes hormodnios sdo responsdveis por promover € manter as caracteristicas
sexuais especificas masculinas e pela condi¢do anabolica dos tecidos somaticos
(MOORADIAN et. al., 1987). O termo andrdgeno ¢ de origem grega, onde andro significa
homem e gennan, produzir. Compdem esta classe, a testosterona (T) e seus derivados
(SHAHIDI, 2001).

A producdo da T ocorre principalmente nas células intersticiais dos testiculos e, em
menor quantidade, nos ovarios e glandulas adrenais (KOCHAKIAN, 1993; KOPERA, 1985).
A T exerce seus efeitos androgenos e anabolicos em diversas regides do corpo, incluindo os
tecidos reprodutivos como testiculos e ovarios. Atua também em tecidos ndo reprodutivos
como musculo esquelético, tecido Osseo, rins, figado e SNC (BASARIA etal. 2001;
KICMAN, 2008; SHAHIDI, 2001; SNYDER, 1984).

As propriedades androgénicas destes esterdides sdo responsaveis pelo crescimento e
maturacao do sistema reprodutor e de caracteristicas sexuais secundarias masculinas, como o
engrossamento da voz e crescimento de pélos no pubis, axilas e face, além do aumento da
libido e das glandulas sebaceas. Ja suas propriedades anabolicas sdo determinadas pela sua
capacidade de aumentar a sintese protéica, estimular a fixagdo de nitrogénio, reter agua e de
aumentar o numero de eritrocitos, levando a alteragdes somaticas, como o aumento gradual e
crescimento da musculatura esquelética e dos ossos e a diminuicdo de gordura corporal
(KOCHAKIAN,1993).

Por possuir estas caracteristicas, o potencial terapéutico da T foi explorado na clinica;
sua molécula sozinha nao ¢ eficiente quando injetada ou tomada oralmente, pois ¢ muito
susceptivel a metabolizagdo (ou inativacdo) relativamente rapida pelo figado.
Consequentemente, a estrutura quimica da T teve que ser modificada por meio de variagdo
dos grupos funcionais em diversas regides na cadeia do esteroide T na tentativa de tornar sua
metabolizacdo mais lenta e aumentar sua meia-vida tutil e também de dissociar a agao
androgénica da a¢do anabdlica (KAM; WEINECK, 2005; YARROW, 2005). Assim, surgiram
seus diversos derivados sintéticos, EAAs que mimetizam a acdo endogena da T reduzindo os
seus efeitos androgénicos e prolongando a sua meia-vida util. Embora a dissociagdo completa

dos efeitos androgénicos e anabdlicos nao tenha sido conseguida, alguns EAAs mostraram
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significativo aumento da atividade anabdlica, com redu¢do da androgenicidade (CELOTTI,
1992; DA SILVA et.al. 2002; SHAHIDI, 2001).

Mais comumente, a molécula de T ¢é alquilada na posi¢ao 17a para formar esteroides
anabolizantes orais por retardar o catabolismo hepatico da molécula, dentre eles encontram-se
a metiltestosterona, a metandrostenolona, a nortandrolona, a fluoximesterona, o danazol a
oxandrolona e o estanozol. A molécula da testosterona também pode ser esterificada na
posicdo 17P para formar esteréides anabolizantes injetaveis, mais lipofilicos que a
testosterona, como o cipionato, propionato, enantato e undecanoato de testosterona. O
derivado 17 € suspenso em 6leo, o que permite a manutencdo da concentragdo no corpo por
varias semanas. Além destas duas formas principais, ha também os compostos com o anel
esteroide alterado, como a mesterolona, nortestosterona ¢ a metenolona (Figura 1). Mais
recentemente, adesivos transdérmicos e sprays nasais tém sido utilizados (DA SILVA et.al.
2002; LISE, et. al., 1999; SNYDER, 1984; YESALIS; BAHRKE, 1995). Atualmente, mais de
100 derivados sintéticos de EAA ja foram desenvolvidos (SHAHIDI, 2001). Dentre os mais
utilizados por atletas, segundo Maravelias et.al., 2005, estdo o Cipionato de Testosterona (CT)
e o Estanozolol (ST).

A figura abaixo representa um modelo estrutural da molécula de testosterona,

indicando as posi¢des usuais das modificagdes para obten¢do dos EAAs sintéticos.

Figura 1- Modelo estrutural da molécula de testosterona, indicando as posi¢des usuais das
modifica¢des para obtengao dos EAAs sintéticos.

Nota: A- éster do grupo 17-B — hidroxil; B- compostos alquilados na posigdo 17-a; C- compostos
com o anel esteroide alterado.

Fonte: Wilson, 1988.
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A testosterona muitas vezes atua apenas apds sua metabolizacdo, que pode gerar dois
outros esteroides ativos: a di-hidrotestosterona (DHT) e o estradiol. Alguns efeitos parecem
ser mediados pela propria testosterona, alguns pela DHT e outros pelo estradiol (SNYDER,
2001). As repostas dos EAA em diferentes 6rgdos variam conforme as concentracdes de
receptores e as agdes de enzimas especificas locais como a 5-a-redutase e a aromatase (KAM
& YARROW, 2005).

A enzima 5-a-redutase catalisa irreversivelmente a conversao da T em DHT.
Tanto a T quanto a DHT agem através do mesmo receptor, o receptor de androgénio RA,
porém o receptor tem maior afinidade pela DHT que ativa a expressdo génica mais
eficientemente. O complexo enzimdatico aromatase, presente predominantemente no tecido
adiposo ¢ figado, catalisa a conversdo da testosterona em estradiol. Esta conversdo resulta em
aproximadamente 85% do estradiol circulante em homens. O estradiol se liga ao receptor
estrogénico RE (SNYDER, 1984). A pesquisa de Dall’Oglio et.al., 2008, demonstrou a
ampla distribui¢do de receptores androgénicos e da enzima 5-a-redutase, a enzima que
converte a testosterona em seu metabolito ativo, dihidrotestosterona (DHT) no SNC, inclusive
no hipotadlamo e complexo amigdaloide de ratos e camundongos machos e fémeas.

Devido ao carater lipofilico dos EAA em sua forma livre, na corrente sanguinea eles se
difundem diretamente através da membrana plasmatica de células-alvo, ligando-se aos
receptores de esteroides, formando o complexo hormodnio-receptor, através de uma ligacao
especifica, que depende das caracteristicas quimicas de cada esteroide (CELOTTI; CESI,
1992; GOODMAN; GILMAN, 2006). Os andrégenos ligam-se aos receptores androgénicos
citoplasmadticos, e tal ligacdo ¢ acompanhada da interagdo dos complexos resultantes com
sitios nucleares e efeitos gendmicos subsequentes, através da transcricdo de genes (elaboragao
de RNA a partir de DNA ¢ sintese de proteinas) ou repressdo de genes (inibicdo da
transcrigdo). Estas acOes caracterizam a via denominada “via classica” de agdo dos esterdides
(RANG et al. 2008). Os efeitos mais lentos e duradouros sdo aqueles que alteram a expressao
génica e promovem indu¢do ou repressdo de enzimas ou de proteinas receptoras, respostas
troficas e o remodelamento estrutural dos tecidos-alvos desses hormonios (McEWEN, 2006).

Efeitos rapidos, considerados ndao gendmicos, também foram observados para os
andrégenos. Num estudo com ratos machos adultos, observou-se que a aplicacdo de
testosterona sobre neurdnios individuais, na regido do hipotdlamo anterior e ntcleo septal,
resultou em aumento da freqiiéncia de disparos segundos apds a aplicagdo, enquanto foi
observada a supressao da atividade cerebral em gatos pelos metabolitos da testosterona,

androsterona e androstenediol, 1 minuto ap6s inje¢do endovenosa (BRANN; MAHESH,
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1995; KUBLI-GARFIAS et.al. 1982). Estes efeitos sdo obtidos, entdo, por outra via de
sinalizacdo destes hormonios, denominada “via rapida”, que pode ocorrer independentemente
da ligacdo aos RA e RE citoplasmaticos. O efeito rapido dos hormonios esteroides consiste
basicamente na alteragdo da fluidez da membrana plasmatica através de trés distintos
mecanismos de acdo: efeito que ocorre na membrana plasmatica independente de ligacdo a
receptor; efeito que ocorre na membrana plasmatica através da ligagdo a receptores que nao
RA ou RE; efeitos que ocorrem na membrana plasmatica decorrentes da ligacdo aos RA ou
RE. Na via rapida, hé alteragdao nas vias de sinalizacdo envolvendo, por exemplo, proteinas
como adenilato ciclase, proteina cinase ativada por mitdgeno e fosfatidilinositol 3-cinase
(FALKENSTEIN et al. 2000; KICMAN, 2008).

Os androgénios sdo hormonios necessarios durante toda a vida dos machos, desde a
diferenciagdo sexual no tutero, passando pelo desenvolvimento sexual secundério durante a
puberdade, chegando ao estabelecimento e manutencdo da fungdo sexual adulta e da
fertilidade. Sua acdo também pode ser observada em grande nimero de tecidos-alvo,
reprodutivos e ndo reprodutivos, incluindo osso, tecido adiposo, musculo esquelético,
coragdo, cérebro, prostata, rins e figado (WU, 1997).

Nas fibras dos musculos estriados, a testosterona exerce efeitos troficos promovendo
hipertrofia das fibras individualmente. Em um sistema de cultura de mioblastos, a testosterona
estimulou a atividade mitética celular. A atuagdo dos androgénios na génese da hipertrofia
muscular ¢, aparentemente, uma ac¢ao direta do hormonio nas fibras musculares, conseqiiéncia
do aumento da sintese proteica, € ndo ¢ mediada pelos nucleos espinhais que inervam esses
musculos (CELOTTI; CESI, 1992; JOUMAA; L¢OTY, 2001; SHAHIDI, 2001).

Outro importante efeito dos esterdides sexuais masculinos ¢ o estimulo da eritropoese.
A administragdo de androgenos em varios mamiferos aumentou a contagem de reticuldcitos e
a atividade eritropoética da medula dssea. Varios estudos em humanos mostraram valores de
hematocrito, hemoglobina e eritrdcitos, maiores em homens do que em mulheres, e anemia
em pacientes com hipogonadismo. Além de estimular a produgdo dessas células, os esteroides
sexuais masculinos também aumentam o 2,3-difosfoglicerato, responsavel pela ligagao do
oxigénio a hemoglobina, presente nos eritrocitos (SHAHIDI, 2001).

Além dos efeitos troficos mediados pela ativagdo dos receptores de androgénio,
recentes estudos demonstram que essas substancias sdo antagonistas competitivas para o
receptor de glicocorticoides. Como os glicocorticoides sdao responsaveis pelo catabolismo

proteico, a ocupagdo dos receptores de glicocorticoides pelos esteroides anabolizantes e a
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reducdo da expressdo de genes responsivos a corticoides levaria a uma agdo anti-catabdlica
nesse tecido (HICKSON et.al., 1990; ZHAO et.al. 2004).

A proliferagdo osteoblastica, producdo de matriz 6ssea proteica, e sintese de fatores de
crescimento e citocinas estdo associadas aos androgénios; todos esses efeitos ocorrem através
dos receptores androgénicos nos osteoblastos. O hipogonadismo ndo tratado em homens
adultos esta associado a remodelacao Ossea reduzida, baixos niveis séricos de 1,25-di-
hidroxicolecalciferol e diminuicdo de formagdo 6ssea, demonstrando a importancia desse
hormonio para a manuten¢do da fungdo 6ssea. (SHAHIDI, 2001).

Por estas propriedades, a T e os EAAs sdo utilizados em doses terapéuticas no
tratamento clinico de doencas como a anemia, o angioedema hereditario, o cancer de mama,
depressdes e no auxilio terapéutico da cura de feridas e cicatrizagdo (CLARK; HARROLD,
1997; DEMLING; ORGILL, 2000; LISE et al. 1999; STRAWFORD et al. 1999); sdo também
utilizados no tratamento de intimeras condi¢des associadas a deficiéncias androgénicas e
deficiéncias anabolicas (CONWAY et al. 2000; FENICHEL et al. 2001). Recentemente, foi
relatado o uso de esterdides anabolicos em baixas doses no tratamento de doencgas
cardiovasculares, tendo efeitos antiaterogé€nicos e antianginosos (ENGLISH et al. 2000).

Por suas caracteriscas anabolicas, os EAAs também sdo muito utilizados com
objetivos ndo terapéuticos, o que ocorre principalmente por fisiculturistas e levantadores de
peso que visam o aumento da massa muscular, melhora do desempenho fisico € uma maior
preservagdo e restabelecimento da massa muscular esquelética. Esta pratica leva ao uso
abusivo e ilicito dos EAAs. Nestas condi¢des, os EAAs geralmente sdo administrados em
doses suprafisioldgicas que podem chegar a 500mg/dia em ciclos que duram entre 4-6 meses.
As doses e combinagdes usadas por atletas sdo de 10-100 vezes maiores que as doses
terapéuticas (CLARK; HARROLD, 1997; CUNHA et al. 2004; KARBALAY-DOUST et al.
2007).

Estudos demonstram que o beneficio da atividade anabolica dos EAAs em individuos
saudaveis resultando em hipertrofia muscular, aumento da for¢a muscular e perda de tecido
adiposo, ocorre somente quando administrados em superdoses. Poucas semanas apds a
suspensao do tratamento, a massa e forca muscular decaem e, por isso, faz-se necessaria a
aplicacdo cronica destas substancias pelos atletas para manutencdo dos efeitos anabdlicos
desejados (CLARK et al. 1995; GRIVETTI; APPLEGATE, 1997; LUKAS, 1996;
SJOQVIST et al. 2008).

Em 1970 o uso exacerbado de EAAs no meio desportivo para melhorias no

desempenho fisico tornou-se publico e em 1974, seu uso foi banido pelo Comité Internacional
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de Jogos Olimpicos (BROOKS; REDDON, 1996; SCHANZER, 1996). De acordo com a
Agéncia Mundial de Antidoping, estas substancias quimicas sdo proibidas devido a critérios
que incluem o risco a saude que representam. As drogas ergogénicas sdo as substincias
predominantemente encontradas em testes de antidoping (HANDELSMAN; HEATHER,
2008).

Nao ¢ rara a ocorréncia de graves problemas de saude e sociais associados ao uso
abusivo de EAA. A maioria dos usudrios apresenta efeitos adversos como acne (40%-54%),
atrofia testicular (40%-51%) e ginecomastia (10%-34%) (BOLDING et al. 2002). Além disso,
podem ocorrer danos ao tecido hepatico, hipertensdo arterial e hipertrofia ventricular
esquerda, além de hipertrofia de clitoris, engrossamento da voz, alteragdes do ciclo menstrual
e aumento dos pélos da face e do corpo em mulheres (MELLO et al. 2005).

Segundo Corrigan (1996), os efeitos psicologicos vao desde efeitos como a mudanga
de humor e a euforia, onde existe melhora da confianga, energia e autoestima, com aumento
da motivacdo e do entusiasmo; ocorrendo também a diminui¢do da fadiga, insOnia, aumento
da irritagdo, raiva e agitacdo, ansiedade e depressdo, até a ocorréncia de efeitos graves que se
manifestam quando sentimentos de agressividade evoluem para comportamentos violentos,
hostis e anti-sociais. A presenga de transtornos de humor, alteracdes na libido, € em casos
mais graves, até alucinagdes (psicose) sdo relatados em individuos que utilizam os EAAs
(COOPER et al.1996; HALL et al.2005; HARTGENS; KUIPERS, 2004; PARROT et al.
1994; SU et al. 1993; UZYCH, 1992).

Recentes modelos animais demonstraram que o uso cronico € o abuso do EAA
Estanozolol (ST), reduziram os niveis de fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e
dopamina no hipocampo e cortex pré-frontal de roedores. Além da redugdo na expressao dos
receptores de glicocorticoides no hipocampo e no plasma e aumento dos niveis basais
matinais de cortisol plasmatico. Estas alteragdes metabodlicas tém sido relacionadas a
disturbios do humor, como a depressao (TALIH et al. 2007; TUCCI et al. 2012).

Uma preocupagdo em particular surgiu pela sugestdo de que os EAAs podem causar
dependéncia fisica ou psicoldgica. Em estudos comportamentais com ratos ¢ hamsters, estes
mostraram um condicionamento operante positivo para a autoadministracdo de EAAs
(DIMEO; WOOD, 2006; WOOD, 2004). Os efeitos reforcadores para a autoadministra¢ao
foram prevenidos pela administragdo de antagonistas para receptores de naltrexona ou
dopamina, sugerindo o envolvimento de mecanismos opioides e dopaminérgicos (PETERS &

WOOD, 2005; WOOD, 2004).
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De acordo com Kalinine et.al. (2014), estudos demonstram que os EAA podem ter
atividade deletéria sobre o SNC. Os poucos dados obtidos in vitro sugerem que a influéncia
dos androgenos na neurodegeneracdo depende criticamente do regime de tratamento, da
concentragdo e do fenotipo da célula. Uma unica aplicagao de testosterona em concentragao
suprafisioldgica, promoveu a morte celular por apoptose em células nervosas por alterar a
sinalizacdo de Ca2+ na mesma (ESTRADA et. al. 2006).

Em contraste, hormonios esteroidais também estdo envolvidos em processos de
plasticidadade neuronal, que ocorrem no giro denteado durante toda a vida de mamiferos
(CAMERON; GOULD, 1996), além disso, a DHT exerce papel fundamental na neurogénese
hipocampal adulta (OKAMOTO, 2012). Sua propriedade neuroprotetora também tem sido
demonstrada por GALEA (2006).

Até relativamente pouco tempo atrds, pensava-se que os seres humanos eram a unica
espécie que possuia emogdo. Inicialmente documentada por Papez (1937), a cognicdo social
ocorre por meio de uma complexa rede neural de estruturas interligadas que inclui areas na
regido ventromedial dos lobos temporais e frontal e suas conexdes com o hipotdlamo e o
tronco encefalico. Esta rede neuronal, denominada por "sistema limbico" ¢ localizada em
torno da amigdala, uma pequena estrutura em forma de améndoa situada no fundo do lobo
temporal (Figura-2). A significancia emocional, produzida na amigdala ¢ geralmente
considerada a for¢a motriz por trds de comportamentos humanos inatos, tipicamente sociais
na natureza (AGGLETON, 2000; BARBAS, 1995; BROTHERS, 1989; LeDOUX, 2012).

Estudos recentes tém demonstrado a ocorréncia de sintese cerebral de esteroides
neuroativos (McCAULEY et al. 1992; SANNE; KRUEGER, 1995), havendo portanto, duas
origens para os esteroides encontrados no cérebro: periférica e central (neuroesteroides). A
produgdo central de hormonios fornece niveis mais elevados no sitio de agdo cerebral, quando
comparada aos niveis hormonais alcancados pela produgdo periférica. Assim, a agdo dos
esteroides pode ser mais eficaz com sua producio central (SILVA; SA, 2013).

A medida que a comunidade cientifica aceitou as emog¢des como o medo, ansiedade,
recompensa e atracdo como resultado de uma circuitaria neuronal em seres humanos, outras
espécies, inclusive os roedores, foram gradualmente aceitos como possuindo circuitos
semelhantes e, portanto, emog¢des semelhantes. Uma vez que a percepgdo de que as emogdes
ndo sdo exclusivamente humanas, a compreensdo dos circuitos neurais envolvidos no
processamento de emocdes e outras situagdes sociais tém avancado rapidamente, o que ocorre

através da utilizacdo de modelos experimentais de roedores. Em modelos de roedores, os
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estados emocionais (por exemplo, medo, ansiedade e receptividade social) sdo geralmente

quantificados pela analise de seus comportamentos (SOKOLOWSKI; CORBIN, 2012).

Figura 2- Estrutura basica do sistema limbico humano e de roedores.

Nota: A esquerda, cérebro humano mostrando amigdala (verde), nicleo leito da estria terminal (BNST)
(azul), Hipotdlamo (amarelo) e hipocampo (rosa). O hipocampo se unindo aos corpos mamilares
(laranja) através do fornix. Informagoes olfatorias sdo trazidas pelos bulbos olfatérios (roxo). Nucleo
accubens (NuAc), Area tegmental ventral (VTA) e substancia cinzenta periaquedutal (PAG). A
direita, estruturas similares dos roedores: nucleo olfatério acessorio (vermelho). Juntas, estas
estruturas facilitam a execugdo e o reforco de comportamentos emocionais inatos.

Fonte: Sakolowski; Corbin, 2012.

Estudos atuais tém revelado que hormodnios androgénicos podem ser sintetizados no
hipocampo (HOJO et.al. 2009, KONKLE; MCCARTHY, 2011), e esta sintese local pode ser
sustentada pelo fato de a enzima 5-a-redutase ter sido detectada no giro denteado do
hipocampo (MELCANGI et.al. 1993). A distribuicdo da 5-a-redutase no cérebro nao ¢
homogénea, pois ¢ encontrada em maior concentragdo no hipotdlamo e mesencéfalo que em
outras areas do cérebro (corpo amigdaloide, hipocampo, cerebelo e cortex cerebral)
(MELCANGTI et. al. 1990).

O hipocampo tem sido apontado como o maior alvo de agdo dos hormodnios
androgenos (HATANAKA et.al. 2009; KERR et.al. 1995; MACLUSKY et. al. 2006). A T e
a DHT exercem papéis neuroprotetores através de receptores androgénicos (ARs) no
hipocampo (MACLUSKY et. al. 2006; SPRITZER; GALEA, 2007) e a T pode ser convertida
também em estradiol via aromatase no cérebro (HOJO et.al. 2009, KRETZ et.al. 2004). O
trabalho de Kimoto (2001), demonstrou que a sintese hipocampal de esteroides ¢ facilitada

via receptores NMDA.
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Estudos realizados em primatas utilizando-se androgenos marcados, localizaram-se
receptores androgenos no hipotdlamo, amigdala, corpo septal e hipocampo (BLOOM, 1988),
as quais sdo areas do sistema limbico e, portanto, ligadas a reagdes emocionais, do
comportamento, aprendizado e regulacdo endocrina. Sarrieau et al. (1990) estudaram amostras
de tecido do lobo temporal (removidas cirurgicamente) de cinco homens epilépticos e, usando
técnicas de imuno-histoquimica, conseguiram identificar receptores androgénicos nessa area
cerebral, sugerindo que possam estar envolvidos em atividades cognitivas em adultos.

Estudos recentes (MCINTYRE et al. 2002; CLARK et al. 2006) estdo comecando a
investigar mecanismos moleculares cerebrais relacionados aos efeitos comportamentais de
altas doses de EAA em roedores. O uso cronico de EAA em camundongos mostrou-se indutor
de mudangas dependentes de dose, sexo e¢ idade na expressdo génica da subunidade do
receptor para o acido gama-aminobutirico (GABA) GABAA em dareas cerebrais anteriores
sugerindo o envolvimento do sistema inibitorio GABA¢érgico.

Considerando que o sistema monoaminérgico regula a agressividade, o
comportamento sexual, o0 medo e a ansiedade; pode-se sugerir uma possivel correlacdo entre
alteracdes das monoaminas geradas pelos esteroides anabolizantes e as alteragcdes comporta-
mentais e os disturbios do humor (HENDERSON et al. 2006; TUCCI et al. 2012).

O glutamato ¢ o principal e mais abundante neurotransmissor excitatorio do sistema
nervoso central (SNC) dos mamiferos (PRYBYLOWSKI; WENTHOLD, 2004) sendo
dominante nas dareas hipotalamica e limbica (AMARAL; WITTER, 1995; BRANN;
MAHESH, 1995) e exercendo um papel crucial em mecanismos que fazem parte da base
fisiolégica de processos comportamentais. As interagdes entre o sistema glutamatérgico e
esteroides gonadais sdo criticas na regulacdo das fungdes hipotaldmicas (BRANN; MAHESH,
1995; DIANO et al. 1997), pois algumas evidéncias recentes indicam que os EAA podem
alterar aspectos morfoldgicos e neuroquimicos de sinapses glutamatérgicas no hipotalamo,
hipocampo e cortex cerebral e, com isso, ter implicagdes comportamentais importantes (LE
GREVES et al. 1997; ROSSBACH et al. 2007).

Os andrégenos sdo reconhecidos como moduladores do comportamento agressivo
(BARFIEDS et al. 1972; BUSCH; WALLEN, 1972; SVARE, 1990). Diversos estudos em
animais e humanos, trouxeram evidéncias indicadoras de que a T facilita o comportamento
agressivo (DABBS; MORRIS, 1990; HARDING, 1983; OLWELS,1987; PERSKY et al.
1971; SCERBO; KOLKO, 1994). Em modelos experimentais com roedores, o
comportamento agressivo associado ao uso do EAA ¢ de carater contraditério, pois a analise

dos resultados ¢ afetada por diversas varidveis, como a classe, a combinacao ou ndo de classes
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de EAA, dose, género, tempo de tratamento, idade dos animais e a metodologia empregada
para avaliar o comportamento agressivo (CLARK; HENDERSON 2003; MCGINNIS, 2004).

Os efeitos dos EAA sobre a ansiedade ainda nao estdo bem esclarecidos, ja que tanto
respostas ansiogénicas quanto ansioliticas foram relatadas em animais de laboratorio
(MINKIN et al. 1993, ROJAZ-ORTIZ et al. 2006). O primeiro estudo sobre os efeitos dos
EAAs na ansiedade foi realizado por Bitran et al. (1993), o qual demonstrou que altas doses
de propionato de T alteraram o comportamento de ratos Long—Evans no aparato de labirinto
em cruz elevado. Porém com 14 dias de tratamento, os animais tratados com o propionato T
ndo foram diferentes do grupo controle. Estes resultados indicam um carater ansiolitico
transitorio do tratamento com o propionato de T. O tratamento com Decanoato de
Nandrolona em ratos apresentou tanto efeitos ansioliticos como ansiogénicos (BITRAN et
al.1993; CLARK; HENDERSON, 2003). Um dos mecanismos de a¢dao que poderiam estar
envolvidos no aumento dos niveis de ansiedade induzido pelo decanoato de nandrolona (DN)
poderia ser sua acao no nucleo central da amigdala. Em cobaias, foi observado que o
tratamento com o EAA nandrolona, aumentou a expressdo da proteina C-Fos nesta regido
(JOHANSONN-STEENSLAND et al. 2002), a qual esta relacionada com o controle da
ansiedade, e também de comportamentos agressivos (SIEGEL et al. 1999).

Relatos recentes tém mostrado uma relagdo neurobioldgica entre 0 comportamento
agressivo e a ansiedade (APTER et al. 1990; FEHON et al. 2001; GUILLOT;
CHAPOUTHIER, 1996; VEENEMA; NEUMANN, 2007; VEENEMA et al. 2007). Um
exame mais detalhado das redes neurais que regulam esses comportamentos, revela a
sobreposi¢do de circuitos neurais, dando bases a ideia de que a agressividade e a ansiedade
compartilham uma neuroanatomia em comum (DELVILLE et al. 2000; ERNST; FUDGE,
2009; RICCI et al. 2012).

A amigdala basolateral, medial, central e o hipotalamo constituem areas relevantes
para a regulacdo do estresse, do medo (DAVIS; SHI, 1999; HERMAN et al. 2005; WALKER
et al. 2003) e/ou da agressdo territorial (DELVILLE et al. 2000; HALASZ et al. 2002,
SIEGEL et al. 1999; VOCHTELOO; KOOLHAAS, 1987).

As relacdes entre a amigdala e o hipotdlamo estdo intimamente ligadas as sensagdes de
medo, ansiedade e raiva. A amigdala ¢ responsavel pela deteccdo, geracdo e manuten¢do das
emocodes relacionadas ao medo, e coordenacio de respostas apropriadas a ameacga e ao perigo
(DE GELDER et al. 2004, HOISTAD; BARBAS, 2008). Ela exerce ligacao essencial entre as
areas do cortex cerebral, recebendo informagdes de todos os sistemas sensoriais. Estas, por

sua vez, projetam-se de forma especifica aos niicleos amigdalianos, permitindo a integragao
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da informacgdo proveniente das diversas areas cerebrais, através de conexdes excitatorias e
inibitérias a partir de vias corticais e subcorticais (WILLIAMS et al. 2006). Os nucleos
basolaterais sdo as principais portas de entrada da amigdala, recebendo informagdes sensoriais
e auditivas; ja a via amigdalofugal ventral e a estria terminal estabelecem conexao com o

hipotadlamo, permitindo o desencadeamento da ansiedade (BEAR et al. 2002), (Figura-3).
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Figura 3- Vias eferentes da ABL.

Nota: Diagrama esquematico de vias eferentes da ABL para varias areas alvos e como estas conexdes podem estar
envolvidas no medo e ansiedade.

Fonte: DAVIS,1999.

As conexdes entre a ABL e a Amigdala Central ou BNST, estdo criticamente
envolvidas em vérias respostas autondmicas e motoras observadas durante estados de medo e
ansiedade. Entretanto, hd o caso de conexdes entre o nucleo basolateral e outras areas-alvo
estarem envolvidas no comportamento emocional (DAVIS, 1999).

Muitos estudos indicam que na ABL a infusdo local de GABA ou antagonistas
gabaérgicos, benzodiazepinicos, antagonistas de hormonio liberador de corticotrofina (CRH),
agonistas opidides, neuropeptideo Y, antagonistas dopaminérgicos ou antagonistas
glutamatérgicos, levam a diminuicao de respostas de medo e ansiedade em diversas espécies
animais. Contrariamente, infusdes locais de antagonistas gabaérgicos, CRH, vasopressina,
hormoénio liberador de tirotropina, antagonistas opidides, colecistocinina (CCK) ou andlogos,

tendem a levar a efeitos ansiogénicos (DAVIS, 1999).
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Entre as espécies, diversas regides cerebrais tém demonstrado um papel no controle da
agressao. Em hamsters, o hipotdlamo anterior (AHA) e amigdala medial (MeA), dentre outras
regides, regulam a agressividade (DELVILLE et al. 2000). A figura abaixo representa de

forma esquematica as vias neuroanatdmicas relacionadas a agressividade (Figura-4).
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Figura 4-Vias neuroanatomicas da agressividade em roedores.

Nota: Em roedores, a informag@o do bulbo olfatorio é processada pela amigdala medial (MeA)
e enviada ao septo lateral (LAS), ao nticleo leito da estria terminal (BNST) e a area
hipotalamica anterior (AHA). Estas areas cerebrais estdo envolvidas com a
estimulacdo da substincia cinzenta periaquedutal (PAG) na promocdo de
comportamentos agressivos especificos para cada espécie. O estresse pode inibir a
agressividade através de aferéncias inibitorias do cortes orbitofrontal (OFC), do
hipocampo e do nticleo paraventricular (PVN).

Fonte: Figura adaptada de NELSON; TRAINOR (2007).

A atividade desta rede ¢ regulada (a0 menos parcialmente) por sinais neuroquimicos da
vasopressina e serotonina (FERRIS et al.1999). No hipotdlamo anterior, a vasopressina
facilita a agressividade, a qual normalmente ¢ inibida pela serotonina. O neurotransmissor
inibitorio acido gama-aminobutirico (GABA) também tem sido implicado na agressividade
em varias espécies e através de diferentes modelos comportamentais de agressividade, seu
papel parece complexo ao passo que o GABA tem suprimido (CLEMENT et al. 1987; HAUG
et al.1984; POTEGAL et al. 1982) ¢ facilitado (STORK et al. 2000; WEERTS et al. 1993) o
comportamento agressivo.

Finalmente, vale lembrar que a amigdala, ndo ¢ nem uma unidade morfologica nem

funcional no encéfalo de ratos (SWANSON; PETROVICH, 1998). Por isso ¢ muito
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importante estudar de forma individual e detalhada cada um de seus componentes e, por
vezes, de seus subcomponentes, os quais formam circuitos especificos para génese e
modulagdo de respostas neurais envolvidas com comportamentos e ajustes diversos
(CAVALCANTE et al. 2006; RONDINI et al. 2004).

Ha atualmente, consideravel debate sobre sua subdivisdo em nucleos, em varias
espécies animais e por isso sdo comuns referéncias ao nucleo inteiro como complexo
amigdaliano. Em ratos, apesar dos limites anatdmicos precisos e a classificagdo de suas
subdivisdes permanecerem ainda controversos (SWANSON; PETROVICH, 1998), ha certo
consenso em aceitar que, de acordo com suas caracteristicas citoarquitetonicas,
imunoistoquimicas e hodoldgicas, a amigdala seja dividida em quatro regides principais: 1)
amigdala “expandida”, denominada assim porque se estende além de seus limites anatdmicos
e que ¢ formada pelos nucleos medial (MeA) e central (ACe) da amigdala. O MeA, por
exemplo, compartilha alguns aspectos estruturais com as partes anterior, ventral e posterior do
nucleo intersticial da estria terminal (BNST), BNST intra-amigdaliano, divisdo medial
supracapsular do BNST e divisdo sublenticular da amigdala “expandida” (ALHEID et al.
1995); 2) amigdala com caracteristicas corticais, subdividida em porcdo basilar lateral
(AMBL) e em porcdes que se ligam as vias olfatorias e vomeronasal; 3) areas de transigao,
localizadas entre a por¢do ventral dos nucleos da base e a amigdala “expandida”; e 4) nucleos
ainda ndo classificados, constituidos por um grande grupo de células dispersas na substancia
branca e no interior do BNST (ALHEID et al., 1995; SWANSON; PETROVICH, 1998).

Na primeira regiao citada (amigdala “expandida”) situa-se a amigdala medial (MeA), a
qual dividide-se em quatro subnucleos: nucleo medial antero-dorsal (MeAD), nticleo medial
antero-ventral (MeAV), nucleo medial pdstero-dorsal (MePD) e ntcleo medial postero-
ventral (MePV) (ALHEID et al. 1995). Na segunda regido, encontra-se a amigdala basolateral
(ABL). A ABL e o MePV, sdo as areas analisadas no presente estudo.
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3 JUSTIFICATIVA

Apesar da publicidade adversa, estimativas reportam mais de meio milhdao de
adolescentes que fazem uso frequente de EAAs nos EUA. De acordo com (IRIART;
ANDRADE, 2002), ainda s3o escassos os estudos que abordam o uso de anabolizantes no
Brasil.

Levantamentos feitos pelo Centro Brasileiro de Informagdes sobre Drogas
Psicotropicas (CEBRID), realizados no ano de 2005 em 108 cidades brasileiras com mais de
200 mil habitantes, 0,9% da populacdo (456.000) ja utilizou esteroides anabolizantes alguma
vez na vida. O consumidor preferencial no Brasil ¢ representado por homens entre 17 e 34
anos, € o uso, comparado com a ultima estimativa realizada em 2001, obteve um aumento de
206% (AMBAR, 2009).

Considerando que o uso abusivo dos EAAs pode levar a sérias complicagdes e danos
tanto fisicos como psicologicos e comportamentais, e também o pouco conhecimento dos
mecanismos neurais envolvidos na vasta gama de “efeitos colaterais” que podem envolver o
sistema nervoso central, torna-se necessaria a realizacdo de novas pesquisas na busca pela

elucidacdo dos mecanismos cerebrais a eles subjacentes.
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4 OBJETIVOS

Analisar as possiveis alteragdes quantitativas (morfométricas) do numero de perfis
celulares de neurdnios da Amigdala Basolateral e do subnucleo Pdstero-Ventral da Amigdala
Medial, em camundongos sob o uso cronico dos anabolizantes Deposteron® (Cipionato
de Testosterona) (CT) e Winstrol Depot® (estanozolol) (ST). Além disso, observar possiveis
alteragdes comportamentais referentes a atividade motora espontanea, ansiedade, e
agressividade de camundongos machos e fémeas, comparando os grupos experimentais com

0s grupos controles.
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5 MATERIAL E METODOS

Neste item, apresentam-se o material utilizado e os procedimentos realizados no

desenvolvimento da pesquisa.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 92 camundongos da linhagem Swiss, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL- MG, sendo 46 machos ¢ 46 fémeas,
com idade aproximada de 90 dias (jovens-adultos) adultos-jovens com peso corpéreo entre 40
e 50 gramas. Destes animais, 30 machos e 30 fémeas compuseram os grupos experimentais €
o grupo controle, ¢ 16 machos e 16 fémeas, foram utilizados como “iscas” no teste de
comportamento agressivo. Os animais dos grupos experimentais ¢ controle foram alojados
em caixas individualmente, os animais “iscas” foram armazenados em 2 grupos de 8 animais
para cada sexo. Todos os animais foram tratados com ragdo comercial e 4gua “ad libitum” e
mantidos em ciclo de 12 horas claro-escuro.Por motivos didaticos, os animais foram
separados em grupos:

Grupo Deposteron: Animais que receberam deposteron® (Cipionato de Testosterona).
Grupo Winstrol: Animais que receberam Winstrol Depot® (Estanozolol).
Grupo controle: Animais que receberam solucgdo salina estéril a 0,9%.

Esse trabalho estd de acordo com os principios éticos de utilizagcdo animal tendo sido

aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentagio Animal da Unifal-MG, protocolo n°

505/2013, conforme anexo I.

5.2 TRATAMENTO

O tratamento consistiu na aplicagdo intraperitoneal (i.p.) de dois EAAs, o
Deposteron® (CT) e o Winstrol® (ST) nos seus respectivos grupos experimentais, € solugao

salina a 0,9% estéril no grupo controle, conforme mostrado na Figura-5.
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Tanto os grupos experimentais quanto o grupo controle, foram tratados durante 33 dias, com

aplica¢des realizadas duas vezes por semana (nas segundas e quintas-feiras).

Grupos  Numero de Animais EAA Dosagem
Grupo 10 machos Deposteron® 0,8mg/kg /dia
Deposteron 10 fémeas (Cipionato de Testosterona)

Grupo 10 machos Winstrol Depot® 1,8mg/kg /dia
Winstrol 10 fémeas (Stanozolol)

Grupo 10 machos 0,05mL /dia
Controle 10 fémeas solu¢do salina 0,9%

Figura-5 Grupos de animais de acordo com esteroide e a dosagem utilizada.

Fonte: Do autor.

ApoOs receberem as doses baseadas em Inamdar Doddamani e Jayamma (2012) e
Aboudkhil et al (1991), nas tercas e sextas-feiras, os animais foram submetidos a natacdo por
um periodo inicial de 5 minutos, aumentado gradualmente, até 15 minutos. A natacdo era
realizada em um recipiente medindo 43x34x26cm (Figura-6), contendo no seu interior agua
na temperatura de 24-26°C até a borda. O treino de natacao foi realizado na tentativa de gerar
as mesmas condicdes de estresse que a muscula¢do. Tanto a administragdo das substincias,

quanto o treinamento foram realizados sempre no mesmo periodo do dia.

Figura 6- Recipiente utilizado para a natagdo dos animais.
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5.3 AVALIACOES COMPORTAMENTAIS

A partir do 33° dia de tratamento, uma bateria de 3 testes comportamentais foi
realizada. No dia 33, foi realizado o teste de Campo Aberto. No dia 34, o teste do Labirinto
em Cruz Elevado, e nos dias 35 e 36, foi realizado o teste de agressividade, paradigma
Intruso-Residente. Para este ultimo teste, os animais foram divididos em dois grupos contendo
amostras iguais de animais de cada grupo experimental. Um grupo foi submetido ao teste no
dia 35 e o outro, no dia 36. Os animais “iscas” foram repetidos no dia seguinte, uma unica
vez.

Os experimentos de campo aberto e labirinto em cruz elevado foram realizados
durante o periodo de 13:30 e 16:30 e o de agressividade foi realizado durante o periodo de
13:00 e 18:00.

A ordem escolhida para a bateria de testes pretendeu seguir uma ordem crescente de
aversividade para minimizar interferéncias nos testes posteriores. As analises foram feitas de
maneira cega para as condigdes experimentais.

Os animais do grupo controle foram intercalados aos animais experimentais para a
realiza¢ao dos testes, lembrando que apos cada teste e antes de colocar um novo animal no
aparato experimental, o mesmo foi limpo com alcool 10% a fim de homogeneizar a situagao
experimental, eliminando possiveis odores deixados pelo animal anterior nos aparatos. Apos
os testes, os animais foram recolocados em suas caixas moradia até o dia seguinte, quando
submetidos ao teste seguinte. No dia seguinte ao teste de agressividade, os animais foram

eutanasiados com Halotano.

5.3.1 Avaliagdo da Atividade Geral no Campo Aberto “Open Field”

Servindo como base para controle dos possiveis efeitos dos EAAs sobre a atividade
geral dos animais, foram realizados testes de campo aberto para avaliagdo da atividade
motora.

O teste de campo aberto (“open field”) permite a quantificacdo da atividade motora
espontanea. Além disso, a avaliagdo do efeito anti-tigmotatico mostra a diminuicdo da
preferéncia tipica (WALSH & CUMMINS, 1976). O Campo aberto consiste em um aparato
experimental de acrilico, na forma de uma arena circular de 30 cm de didmetro (Figura 7),

com parede transparente de 30 cm de altura e com o piso dividido em 12 areas, 8 delas na
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periferia e 4 no centro. No teste, cada animal ¢ colocado no centro da arena e filmado por 5
minutos para posterior analise.

Parametros avaliados:

a) Total de cruzamentos, determinado pela contagem dos quadrantes nos quais o

animal esteve com as quatro patas (internos e externos);

b) Cruzamentos nos quadrantes adjacentes as paredes da arena (externos);

¢) Cruzamentos nos quadrantes centrais (internos);

d) Efeito anti-tigmotatico (razdo entre o nimero de cruzamentos centrais sobre o

numero total de cruzamentos).

Figura 7- Campo aberto (Insight®), utilizado para avaliagdo da  atividade
motora espontinea.

Fonte: Do autor).

5.3.2 Avaliagdo da ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ¢ um método bem conhecido para

avaliacdo de parametros de ansiedade em roedores. Este teste ¢ realizado em um aparato
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construido a partir do descrito por Lister em 1987. Possui dois bragos abertos (50 x 10cm
cada), dois bragos fechados (50 x 10 x 40cm cada) e uma plataforma central (10 x 10cm)
formando uma cruz suspensa a 50cm de altura (Figura 8). Os animais s3o entdo colocados no
centro, de frente para um dos bracos fechados e filmados por cinco minutos. Sdo entdo
registradas e mensuradas a frequéncia com que ocorrem os comportamentos de entradas e o
tempo despendido nos bragos abertos € nos fechados. De acordo com Carobrez & Bertoglio
(2005) e Lister (1987), um aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bracos
abertos (entradas e tempo) revela um comportamento ansiolitico.

Parametros avaliados:

a) Numero de entradas com as quatro patas nos bragos abertos;

b) Numero de entradas com as quatro patas nos bragos fechados;

¢) Tempo de permanéncia nos bracos abertos (%);

d) Tempo de permanéncia nos bragos fechados (%).

Figura 8- Labirinto em Cruz Elevado (Insight®) utilizado para os testes comportamentais
referentes aos parametros de ansiedade.

Fonte: Do autor
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5.3.3 Avaliagdo da agressividade - Paradigma Residente-Intruso.

Neste paradigma o teste foi realizado conforme se segue: Os animais a serem testados
(residentes) foram isolados em suas gaiolas no inicio do tratamento. Por um periodo de 3 dias
que precede o teste, suas gaiolas ndo foram limpas a fim de manter a marcagao territorial do
residente pelo cheiro de sua urina. Um camundongo do mesmo sexo ¢ idade, ndo relacionado
ao tratamento e mantido agrupado em gaiolas e, portanto, ndo agressivo, foi entdo colocado na
gaiola do residente. Este intruso serviu como estimulo em um pareamento de 15 minutos
(Figura 9). Cada intruso foi utilizado uma unica vez por dia de experimento. Os confrontos
foram gravados e, posteriormente, analisados de acordo com os parametros baseados em

Nelson & Chiavegatto (2000).

Figura 9- Aparato utilizado para a realizag@o do teste de agressividade.

Fonte: Do autor.

Parametros quantificados:
a) Tempo de laténcia para o primeiro ataque;

b) Numero total de ataques.
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5.4 COLETA DAS AMOSTRAS

ApoOs a eutanasia dos animais pela inalagdo de halotano e a identificagcdo de cada animal,
iniciamos entdo o seguinte procedimento: As cabegas foram abertas e os encéfalos retirados
inteiramente. Os encéfalos foram entdo armazenados em recipientes de vidro contendo
formaldeido a 4% pH 7,4 0,1M. Eles permaneceram imersos nesta solu¢do fixadora por 24
horas. Em cada encéfalo foram retiradas amostras em cortes frontais, seriadas e homotipicas
(BROWN; AGGLETON, 2001) para que pudéssemos avaliar as areas entdo estabelecidas
para este estudo (PAXINOS; FRANKLIN, 2012; VAN STRIEN et al. 2009) (Figura 10).

Figura 10: Corte frontal de um cérebro de camundongo préximo as areas
estabelecidas para o estudo.

Fonte: Departamento de Anatomia (DAnat) da Unifal-MG.

5.5 PROCESSAMENTO E COLORACAO

Os fragmentos foram processados seguindo-se a seqiiéncia padronizada nos
procedimentos histologicos convencionais: desidratacdo em alcool, diafanizacdo em xilol e
inclusdo em parafina. Cada amostra com as referidas areas a serem analisadas, de acordo com

o atlas de Paxinos e Franklin (2012), foi emblocada e cortada com espessura de 7um em
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micrétomo Lupe® e coradas com violeta cresil para facilitar a visualizagdo dos Corpusculos
de Nissl dos corpos celulares de neurdnios e assim possibilitar marcar fortemente e

individualmente cada célula para posterior contagem.

5.6 ESTIMATIVA DA DENSIDADE DOS PERFIS DE CORPOS CELULARES DE
NEURONIOS

Para a estimativa da densidade por area dos perfis dos corpos celulares de neuronios foi
utilizada a metodologia de contagem aleatoria simples (WEST, 1993; MANDARIN-DE-
LACERDA, 1994; MANDARIN-DE-LACERDA, 2003; PAKKENBERG ¢ GUNDERSEN,
1995). Neste método foram adquiridos 3 campos microscopicos aleatérios de 3 cortes semi
seriados da area, totalizando assim nove (9) areas analisadas para cada ABL (Figura 11) e
adquiridos 2 campos microscopicos aleatorios de 3 cortes semi seriados do nucleo MePV
(Figura 12), totalizando assim seis (6) areas analisadas para cada MePV. Nestas areas
marcamos somente os perfis dos corpos celulares de neurénios que se encontram dispostos
dentro da area teste (couting frame) e na linha de inclusdo (linha verde) e excluindo as células
nas linhas continuas em vermelho (Figura 13). Desta forma, aferimos o nimero de células por
area contada, e ndo o nimero total dessas células nas areas estipuladas.

Esta analise foi feita com o auxilio de um Sistema Analisador de Imagens Axiovision
4 Module Interactive Mensuerement da marca Carl Zeiss® acoplado a um microscopio Axio

Scope Al da marca Carl Zeiss® e um computador.
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Figura 11- Delimita¢do de uma ABL e de onde foram estabelecidos os campos
microscopicos aleatorios para contagem dos neurdnios da area.

Fonte: Imagem modificada de Paxinos & Franklin, 2012

Figura 12- Delimitacdo de um nucleo MePV e de onde foram estabelecidos os
campos microscopicos aleatorios para contagem dos neurdnios da
area.

Fonte: Imagem modificada de Paxinos & Franklin, 2012
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Figura 13: Reticulo para delimitacdo da 4rea de contagem. Imagem
representativa do reticulo desenhado em transparéncia e
fixado no monitor do computador para quantificacdo de
neuro6nios inseridos somente dentro do quadrante, excluindo
neurdnios nas linhas continuas (vermelho) do reticulo.

Fonte: Departamento de Anatomia (DAnat) da Unifal-MG.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

O estudo representa um delineamento inteiramente casualizado (DIC), portanto, a
analise estatistica foi realizada por meio de analise da variancia (One-Way ANOVA) seguida
do teste de comparacdo das médias de Tukey. Valores de p < 0,05 foram considerados como

indicativos de significancia.
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6. RESULTADOS

Através das devidas analises dos testes comportamentais e das estruturas anatomicas, foram

observados os resultados que se seguem.

6.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE GERAL NO CAMPO ABERTO.

Os efeitos da administracdo cronica dos EAAs no teste do campo aberto, nos machos,
sao mostrados na fig. 14. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos no nimero de cruzamentos no centro (fig. 14A), cruzamentos na periferia
(fig.14B), ntimero total de cruzamentos (fig. 14C) e na razdo entre os cruzamentos no centro
sobre total de cruzamentos (fig. 14D), entre os animais que receberam os EAAs quando
comparados aos animais controle. O teste ndo demonstrou, portanto, alteracdes nos

parametros de atividade geral dos animais tratados com EAAs.
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Figura 14- Graficos ilustrativos dos pardmetros de Campo Aberto analisados (machos).

Nota: Efeito da administragdo do Deposteron® (CP), do Winstrol Depot® (ST) ou salina sobre o nlimero de
entradas na periferia (A), nimero de entradas no centro (B), nimero total de entradas (C) e razdo de
entradas no centro sobre o total de entradas (efeito anti-tigmotatico) (D) em camundongos machos
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no campo aberto. S2o apresentadas as médias e os respectivos erros padrdes; pos-teste de Tukey em
rela¢do ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do Autor.

Os efeitos da administracdo cronica dos EAAs no teste do campo aberto, nas fémeas,
sdo mostrados na fig. 15. Nao foi observada diferenca estatisticamente significante no
numero de cruzamentos no centro (fig. 15A), cruzamentos na periferia (fig. 15B), nimero
total de cruzamentos (fig. 15C) e na razdo entre os cruzamentos no centro sobre total de
cruzamentos (fig. 15D), entre os animais que receberam os EAAs quando comparados aos
animais controle. O teste ndo demonstrou, portanto, alteragdes nos parametros de atividade

geral dos animais tratados com EAAs.
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Figura 15- Graficos ilustrativos dos pardmetros de Campo Aberto analisados (fémeas).

Nota: Efeito da administragdo do Deposteron® (CP), do Winstrol Depot® (ST) ou salina sobre o nimero de
entradas na periferia (A), nimero de entradas no centro (B), nimero total de entradas (C) e razdo de
entradas no centro sobre o total de entradas (efeito anti-tigmotatico) (D) em camundongos fémeas,
no campo aberto. Sao apresentadas as médias e os respectivos erros padrdes; pos-teste de Tukey em
relag¢@o ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do Autor.
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6.2 AVALIACAO DA ANSIEDADE NO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE).

Os efeitos da administragao cronica dos EAAs no teste do LCE, nos machos, sdo
mostrados nos graficos da fig. 16. Foi observado um menor niimero de entradas nos bragos
abertos ¢ um menor tempo de permanéncia nos mesmos no grupo Winstrol® em relagdo ao
grupo controle. Estes dados indicam uma maior resposta ansiogénica dos animais machos do

grupo Winstrol em relag@o ao grupo controle.
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Figura 16- Graficos ilustrativos dos parametros de LCE analisados (machos).

Nota: Efeito da administragdo do Deposteron® (CP), do Winstrol Depot® (ST) ou salina sobre o nimero de
entradas no brago fechado (A), tempo de permanéncia no brago fechado (B), nlimero de entradas no
brago aberto (C) e tempo de permanéncia nos bragos abertos (D), nos machos. Sdo apresentadas as
médias e os respectivos erros padroes (¥*p<0,01) em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Do Autor.

Os efeitos da administragdo cronica dos EAAs no teste do LCE, nas fémeas, sdo
mostrados na fig. 17. Foi observado um maior tempo de permanéncia nos bragos fechados no
grupo Deposteron® em relacao ao grupo controle € um menor tempo de permanéncia nos

bragos abertos no grupo Deposteron® em relagdo ao grupo controle e ao grupo Winstrol®.
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Estes dados indicam uma maior resposta ansiogénica das fémeas do grupo Deposteron em

relacdo ao grupo controle.
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Figura 17- Gréaficos ilustrativos dos parametros de LCE analisados (fémeas).

Nota: Efeito da administragdo do Deposteron® (CP), do Winstrol Depot® (ST) ou salina sobre o nlimero de
entradas no brago fechado (A), tempo de permanéncia no brago fechado (B), nlimero de entradas no
brago aberto (C) e tempo de permanéncia nos bragos abertos (D), nas fémeas. Sdo apresentadas as
médias e os respectivos erros padroes. Valores expressos como média e os respectivos erros padroes
(*p<0,001) em relagéo ao grupo controle e (#p<0,05) em relagdo ao grupo deposteron®.

Fonte: Do Autor.

6.3 AVALIACAO DA AGRESSIVIDADE. PARADIGMA RESIDENTE-INTRUSO.

O paradigma residente-intruso foi realizado no 35° dia (15 animais) e 36° dia (15
animais) de tratamento, onde os animais testados foram pareados com animais doceis por 15
min.. Os resultados ndo mostraram diferengas estatisticamente significantes no tempo de
laténcia para o primeiro ataque e no nimero total de ataques entre os grupos experimentais € o
grupo controle, tanto nos machos (fig. 18), quanto nas fémeas (fig. 19). Os resultados nao
apontaram, portanto, alteracdes no comportamento agressivo dos animais tratados com EAAs

€ os respectivos grupos controles.
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Figura 18- Graficos ilustrando os parametros do teste de agressividade analisados (machos).
Nota: Efeitos da administracdo dos esteroides anabolizantes Deposteron® (CT) e do Winstron Depot ® (ST)

sobre a laténcia para o primeiro ataque e o numero total de ataques no paradigma residente-intruso, em
camundongos machos jovens-adultos. Sao apresentadas as médias e os respectivos erros padrdes.

Fonte: Do Autor.
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Figura 19- Graficos ilustrando os parametros do teste de agressividade analisados (fémeas).
Nota: Efeitos da administragdo dos esteroides anabolizantes Deposteron® (CT) e do Winstron Depot ® (ST)

sobre o tempo de laténcia para o primeiro ataque e o niimero total de ataques no paradigma residente-
intruso, em camundongos fémeas jovens-adultos. . S8o apresentadas as médias e os respectivos erros

padrdes.

Fonte: Do Autor.

6.4 ESTIMATIVA DA DENSIDADE DOS PERFIS DE CORPOS CELULARES DE
NEURONIOS

6.4.1 Densidade neuronal na Amigdala Basolateral em machos
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Foi observada uma diminui¢do na densidade de perfis de corpos celulares de neuronios
no grupo Deposteron® quando comparados com o grupo controle, conforme mostra o

graficol.
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Grafico 1- Contagem ABL machos.
Nota: Grafico comparativo demonstrando a densidade de perfis de corpos celulares de neurdnios na Amigdala
Basolateral do cérebro dos camundongos machos de cada grupo experimental analisado. Sdo

apresentadas as médias e os respectivos erros padrdes (¥*p<0,001) em relagdo ao grupo controle e ao
grupo Deposteron.

Fonte: Do Autor.

6.4.2 Densidade neuronal na Amigdala Basolateral em fémeas

Foi observada uma diminui¢do na densidade de perfis de corpos celulares de neuronios
no grupo Deposteron® e Winstrol® quando comparados com o grupo controle e sao

mostrados no grafico 2.



46

40+
C_1Controle

20 1 Deposteron
B Winstrol

N
o
1

N° de perfis de corpos
celulares de neurénios
'_\
<

0_

Grafico 2- Contagem ABL fémeas.
Nota: Grafico comparativo demonstrando o nimero de corpos celulares de neur6énios na Amigdala
Basolateral (ABL) do cérebro dos camundongos fémeas de cada grupo experimental analisado. S&o

apresentadas as médias e os respectivos erros padrdes (* P< 0,001), em relagdo ao grupo controle.

Fonte: Do Autor.

6.4.3 Densidade neuronal no nucleo postero-medial da amigdala medial em machos

Foi observada uma diminui¢cdo na densidade de perfis de corpos celulares de neuronios

nos grupos Deposteron® e Winstrol® , comparados com o grupo controle (grafico 3).

al
o
|

1 Controle
1 Deposteron
B2 Winstrol

I
o
1

w
o
|

N
o
|

N° de perfis de corpos
celulares de neurdnios
o
|

0-

Grafico 3- Contagem MePV machos.

Nota: Grafico comparativo demonstrando a densidade de corpos celulares de neurdnios no
nucleo postero-ventral da amigdala medial (MePV) do cérebro dos camundongos machos
de cada grupo experimental analisado. Sdo apresentadas as médias e os respectivos erros
padroes (* P<0,001), pds teste de Tukey em relagdo ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do Autor.



47

6.4.4 Densidade neuronal no nucleo péstero-medial da amigdala medial em fémeas

Foi observada uma diminui¢cdo na densidade de perfis de corpos celulares de neuronios
no grupo Deposteron® quando comparados com o grupo controle e sdo mostrados no grafico

4.
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Grafico 4- Contagem MePV fémeas.
Nota: Grafico comparativo demonstrando o niimero de corpos celulares de neurénios no nicleo
postero-ventral da amigdala medial (MePV) do cérebro dos camundongos fémeas de
cada grupo experimental analisado. Sao apresentadas as médias e os respectivos erros

padrdes (*P<0,001), pos teste de Tukey em relagdo ao grupo controle (Salina).

Fonte: Do Autor.
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7 DISCUSSAO

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) ¢ um teste classico utilizado ha muitos
anos, principalmente para a identificagdo do efeito ansiolitico de drogas. No LCE podem ser
verificados trés tipos de estimulos operantes: a novidade de um ambiente que se modifica
conforme ¢ explorado (brago aberto, braco fechado, intersec¢do e o vazio ao redor do brago
aberto), a auséncia de tigmotaxia na intersecc¢ao (centro) e nos bragos abertos (o ato do animal
andar encostando-se a parede, tocando-a de leve com as vibrissas) e o vazio nas bordas do
brago aberto (LISTER, 1987). O fato de ndo ter havido diferencga, entre os grupos
experimentais e controle, no nimero de entradas realizadas nos bragos fechados mostra que os
tratamentos utilizados ndo alteraram a atividade locomotora dos animais.

Pela analise geral dos resultados no teste do LCE, podemos sugerir que, tanto o
deposteron® (CT) quanto o Winstrol® (ST) estdo associados ao surgimento de respostas
ansiogénicas. O grupo machos Winstrol, bem como o fémeas Deposteron apresentaram
respostas indicativas de maior ansiedade. No primeiro grupo, os animais apresentaram um
menor nimero de entradas e um menor tempo de permanéncia nos bragos abertos do aparato
(area mais aversiva). No segundo grupo, os animais apresentaram um maior tempo de
permanéncia nos bracos fechados (4rea menos aversiva) e menor tempo de permanéncia nos
bragos abertos (area mais aversiva). Nao foram encontrados resultados significativos para os
grupos machos Deposteron e fémeas Winstrol.

O aparecimento de uma resposta ansiogénica, vem de encontro com os resultados
obtidos por Ambar (2009) onde camundongos machos adultos da linhagem C57Bl/6J
recebendo injecdo subcutanea diaria de 15 mg/kg de decanoato de nandrolona apresentaram
um comportamento ansiogénico no LCE, ap6s 19 dias de tratamento. Resposta ansiogénica no
LCE também foi observada no trabalho de Rocha et.al., (2007), no qual ratos machos Wistar,
receberam decanoato de nandrolona (5mg/Kg i.m.) 2 vezes por semana, durante 6 semanas,
sendo submetidos ao LCE ao final dessas 6 semanas.

Apesar dos efeitos obtidos nestes trabalhos, outros estudos tém sugerido também um
efeito ansiolitico promovido pelos EAAs, em diferentes testes comportamentais, doses e
substancias utilizadas. Aikey et al. (2002) observaram uma resposta ansiolitica em
camundongos, representada pelo aumento do numero de exploragdo dos bracos abertos, sem
alteracdo da atividade locomotora no teste do LCE, trinta minutos apds aplicagao de dose
unica de testosterona ou do metabolico da testosterona 3-a-androsterona-nediol. Bing et al.

(1998), trataram ratos Wistar com dose Unica de testosterona (5mg/Kg), 24 horas antes do
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teste do conflito de Vogel, que consiste em treinar ratos, em restri¢do hidrica, a lamber um
tubo com agua, em uma camara operante. Apds o treinamento, cada lambida ¢ acompanhada
de choque elétrico e os numeros de choques recebidos sdo registrados, sendo inversamente
proporcional a ansiedade. Os autores observaram que os ratos tratados com testosterona
aceitaram mais choques do que animais nao tratados. Esse dado ¢ consistente com a agdo
ansiolitica da testosterona, demonstrada pelo aumento da ingestdo hidrica punitiva em relagao
ao controle. A observagdo de que a testosterona aumentou a resposta punitiva em ratos,
suporta a teoria de que o paradigma ante conflito pode refletir ndo somente a ansiedade, mas
também, impulsividade.

J& no estudo de Kalinine et. al., 2011, camundongos machos albinos, recebendo
injecdes subcutaneas didrias de Decanoato de nandrolona na concetra¢do suprafisioldgica de
15 mg/Kg, ndo apresentaram alteracdes nos niveis de ansiedade, quando submetidos ao teste
do LCE no 14° dia de tratamento. Bitran et al. (1993) relataram que o tratamento de ratos
Long-Evans com propionato de testosterona s.c. através de implantes de silicone para
administracdo prolongada de doses suprafisioldgicas, durante 6 dias, promoveu um aumento
na exploragdo nos bragos abertos do LCE, em relagdo ao controle, indicando redug¢ao no nivel
de ansiedade. Porém, no mesmo trabalho, o tratamento durante 14 dias ndo promoveu efeitos
ansioliticos. Segundo estes autores, esta variagdo de respostas se deve ao desenvolvimento de
tolerancia ao EAA, muito comum em usudrios cronicos de drogas psicoativas.

De acordo com Fernandez-Guasti; Martinez-Mota (2005) e Rojas-Ortiz et al. (2006), a
investigacdo da ansiedade em animais sob tratamento com EAA, tem produzido resultados
mistos, mostrando que os EAAs podem apresentar efeitos ansiogénicos, ansioliticos ou nao
afetar a ansiedade desses animais. O aparente conflito entre os diferentes resultados entre
estudos, provavelmente estdo relacionados ao uso de modelos experimentais distintos, que
podem ativar diferentes vias neurais; ao uso de linhagens diferentes, que podem apresentar
diferenca de sensibilidade ao agente ou ao teste comportamental utilizado. Além disso, como
a manipulagdo da molécula original de testosterona para a formulagdo dos EAAs influencia
sua farmacocinética, biodisponibildade e/ou o balango das atividades androgénicas e
anabolicas (CUNHA et al. 2004), as diferencas na estrutura quimica, nas vias de
metabolizacdo e mecanismos de agdo dos EAAs sintéticos também poderiam explicar a
ocorréncia de diferentes efeitos comportamentais.

Diferentes neurotransmissores estdo envolvidos no estabelecimento da ansiedade.
Entre eles estdo alguns peptideos como o Hormonio liberador de corticotrofina (CRH), o

horménio adrenocorticotréfico (ACTH), a colicistocinina (CCK), os esterdides e a
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corticosterona; além de aminas biogénicas representadas pela noradrenalina, serotonina e
dopamina e aminoacidos como o GABA e glicina. No entanto, 0 GABA e a serotonina sdo os
mais relacionados aos disturbios da ansiedade, e ambos sofrem a influéncia dos esteroides
anabolizantes. (GRAEFF et al. 1997).

O sistema GABA¢érgico ¢ responsavel pela inibi¢do quimica do SNC. Os receptores
gabaérgicos sdo acoplados a canais idnicos altamente permeéveis ao ion cloreto (Cl'). Quando
estes receptores sdo ativados, os canais i0nicos se abrem permitindo o influxo de CI™ através
da membrana neuronal a favor do gradiente eletroquimico. O influxo de cargas negativas para
o interior da célula produz hiperpolarizagdo da membrana neuronal diminuindo a
probabilidade do limiar de despolarizacdo ser atingido, causando os efeitos sedativos e
hipnéticos dos agonistas e moduladores de receptores GABA, tais como os benzodiazepinicos
e os neuroesteroides (KORPI; SINKKONEN, 2006). Os EAAs induzem uma ligagdo
alostérica dos receptores GABA A, a semelhanga do Zolpidem (YANG et.al. 2002).

Além do sistema GABAérgico, a transmissdo serotoninérgica também participa na
modulac¢do da ansiedade. Esta hipdtese ¢ decorrente de observagdes de que os ansioliticos
benzodiazepinicos diminuem a atividade dos neurdnios serotoninérgicos, corroborando com a
proposi¢ao da teoria serotoninérgica classica da ansiedade, a qual atribui um papel
ansiogénico para a serotonina (STEIN et al. 1973).

Foi demonstrado que a serotonina ativa interneurdnios GABA¢érgicos inibitorios no
corpo amigdaloide, exercendo um tonus inibitério generalizado na excitabilidade neuronal, o
que sugere que a serotonina funcione como um mecanismo de freio que limita a
excitabilidade neuronal (RAINNIE, 1999). Existe a possibilidade de que um efeito inibitorio
dos EAAs sobre o sistema serotoninérgico possa contribuir para uma maior excitabilidade do
corpo amigdalooide, que por sua vez poderia ser responsavel pelas respostas comportamentais
observadas no uso prolongado de EAAs (AMBAR, 2009).

Uma vez que os EAAs em altas doses (1mg/Kg) se ligam, entre outros, a receptores de
glicocorticoides (FRIEDEL et al. 2006), as acdes de EAAs poderiam estar relacionadas a sua
acdo sobre estes receptores. Os glicocorticoides podem atuar na modulagdo da ansiedade por
suas agoes no SNC, principalmente no hipocampo (OLIVEIRA et al. 2006).

Marcondes et al. (2001), ao estudarem a influéncia do ciclo estral sobre o nivel de
ansiedade em ratas submetidas no labirinto em cruz elevado durante as quatro fases do ciclo
estral, relataram que ratas em proestro apresentaram menores niveis de ansiedade do que no
diestro. No proestro sao observados os maiores niveis de estradiol, em oposicdo aos menores

niveis destes hormonios encontrados durante o diestro. O tratamento de fémeas, na fase de
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diestro, com estradiol induziu um aumento na porcentagem de tempo nos bracos abertos,
cancelando a diferenga observada entre esta fase e o proestro, confirmando a agao ansiolitica
do estradiol. Em concordancia com estes dados, alguns estudos demonstraram os efeitos da
diferenca sexual sobre o comportamento animal no LCE, observando que as fémeas sao
menos ansiosas que machos (BRIDGES; STARKEY, 2004; HOFFMANN et al. 2005;
RENARD et al. 2005).

Como os EAA s3o substratos de distintas vias de metabolizagdo, e dao origem a
diferentes metabdlitos, suas agdes nos tecidos periféricos e no SNC, envolvem nao somente o
composto principal, mas também compostos derivados. Conseqlientemente, multiplos
mecanismos parecem estar relacionados as diferentes acdes comportamentais dos EAAs em
animais ¢ em humanos (BITRAN et al.1996; CLARK; HENDERSON, 2003; FERNANDEZ-
GUASTI; MARTINIZ-MOTA, 2005; HENDERSON et al. 2006). Tanto o Deposteron® (CT)
quanto o Winstrol® (ST), por a¢do da 5-o-redutase, sdo convertidos a diidrotestosterona
(DHT). No SNC, a 5-a-redutase ¢ encontrada em maior concentracdo no hipotidlamo e
mesencéfalo, e em menores niveis na amigdala, hipocampo, cerebelo e cortex cerebral
(Melcangi et al., 1990). Ha, entretanto, uma diferenca nos metabolitos produzidos por estes
EAAs, o Winstrol® ¢ convertido somente em DHT, ja o Deposteron® pode ser convertido
também em estradiol pela enzima aromatase. Este composto exerce efeitos significativos no
SNC nao s6 pela sua interagdo farmacoldgica direta com os RA, mas também através de
metabolitos ativos que se ligam a receptores androgénicos RE no cérebro (WILSON, 1988).

Diante do exposto até o momento, fica claro que a atuacdo de diferentes tipos de
EAAs nos circuitos neuronais responsaveis pela elaboracao de respostas de ansiedade, dentre
outras, ¢ extremamente complexa, pois pode envolver a atuagdo de diversos e diferentes
sistemas na elaborag@o de uma resposta, bem como a integracao de diferentes estruturas e vias
neuroanatdmicas na elaboracdo de uma resposta especifica. Além disso, as proprias
caracteristicas individuais de cada EAA utilizado, bem como o regime de tratamento,
dosagem administrada, espécie animal utilizada dentre outras tantas varidveis, exigiriam um
estudo aprofundado dos mecanismos moleculares envolvidos na resposta ansiogénica
observada.

De uma maneira geral, podemos fazer uma interessante observa¢do; assim como nao
foram notadas alteracdes nos numeros de corpos celulares de neurdnios na Amigdala
Basolateral (ABL) do grupo machos deposteron, a nao alteragdo dos parametros de ansiedade
deste grupo, vem de encontro a esse resultado. Em relagdo as fémeas, apesar de ambos os

EAAs terem levado a uma alteragdo no ntimero de neurdnios na ABL, vale lembrar que ha
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diferencas a serem levadas em consideracdo em relacdo aos metabolitos formados por cada
um dos EAAs utilizados, pois o Deposteron® (CT), através de seus metabodlitos DHT e
estradiol, atua em receptores AR ¢ ER , ja o Winstrol® (ST), ndo é aromatizadvel em estradiol,
formando um unico metabolito, a DHT, que atua somente via receptores AR. Além disso,
devemos levar em consideracdo a influéncia das alteragdes hormonais que acompanham o
ciclo estral das fémeas, alterando os niveis de ansiedade em ratas submetidas ao teste do LCE
durante as quatro fases desse ciclo.

Para promover um controle sobre os possiveis efeitos motores e ansioliticos dos EAAs
utilizados, a atividade motora geral foi avaliada através do teste do campo aberto “open field”.
Este teste, vastamente utilizado como metodologia nos estudos comportamentais, permite a
quantificagdo da atividade motora espontanea ¢ da exploragdo do ambiente. Além disso, a
avaliacdo do efeito anti-tigmotatico mostra a diminuicdo da preferéncia tipica, que ¢
relacionada com a ansiedade (PRUT; BELZUNG, 2003; VALLE, 1970).

A metodologia de campo aberto contribuiu para a andlise dos possiveis efeitos da
administracdo dos EAAs sobre a locomo¢do dos animais. Observamos que para os dois
grupos experimentais ndo houve alteragio significativa de nenhum dos parametros analisados,
ou seja, no numero de entradas no centro, entradas na periferia, nimero total de entradas e na
razdo entre as entradas no centro sobre o total de entradas (efeito anti-tigmotatico) quando
comparados ao grupo controle. Isso mostra que os EAAs ndo alteraram o padrdo motor dos
animais € que os grupos se comportaram de maneira homogénea no que tange ao controle
periférico da musculatura esquelética, coordenagdo sensério-motora, elaboracdo e
interpretacdo da informacdo sensorial, bem como em relacdo aos aspectos relacionados a
diminuigdo da ansiedade ¢ medo (PRUT; BELZUNG, 2003; VALLE, 1970).

Diferentes trabalhos a respeito dos efeitos dos EAAs sobre a locomogao espontanea no
campo aberto ou camara de atividade, tanto em ratos como em camundongos machos,
mostram que este parametro comportamental geralmente ndo ¢ afetado pelo tratamento
(BING et al. 1998; BITRAN et al.1993; CLARK; FAST, 1996; CLARK; HARROLD, 1997;
MINKIN, MEYER; VAN HAAREN, 1993).

No teste de agressividade, os parametros analisados no paradigma intruso-residente
ndo foram indicativos de alteracdes no comportamento agressivo dos animais dos grupos
tratados em relagdo ao grupo controle, apesar da ABL e do MePV apresentarem um menor
numero de perfis neuronais em relagdo ao grupo controle.

No paradigma intruso-residente, obtem-se dados de uma agressividade reativa e

impulsiva, a qual estad associada a um papel dos EAAs de aumentar a sensibilidade do
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individuo aos estimulos externos e reduzir o limiar para respostas agressivas e de dominancia
frente a ameacas sociais (BREUER et al. 2001; MCGINNIS et al. 2002).

Os efeitos comportamentais obtidos por doses suprafisioldgicas de nandrolona, que
coletivamente sugerem uma desinibicdo comportamental, poderiam ser parcialmente
explicados por distirbios na neurotransmissdo serotoninérgica, pois, a interrup¢do da mesma
tem sido associada a agressao e violéncia por uma variedade de métodos (VOLAVKA, 2004).

Muitos trabalhos trazem resultados de aumento da agressividade pelo uso de EAAs
tanto no paradigma residente-intruso (AMBAR; CHIAVEGATTO, 2009 e¢ NELSON;
CHIAVEGATTO, 2000), quanto em outros testes. Steensland et. al. (2005) examinaram os
efeitos da administragdo cronica do EAA Decanoato de Nandrolona (DN) na alteragao dos
pesos corporais € posturas dominantes e submissas de ratos mantidos em condi¢des de
gaiolas duplas; os animais que receberam o DN exibiram aumento de peso, postura dominante
e agressiva em relacdo aos controles.

LINDQVIST; FAHLKE, 2005, usando um teste de competi¢do para ingestdo da dgua
como medida de agressividade, demonstraram que ratos machos tratados com DN
apresentaram dominancia diante do acesso ao bebedouro em relagdo ao grupo controle e o
estudo de Farrell & McGinnis (2003) demonstrou que a provocacdo fisica estimula a
agressividade em ratos tratados com T, DN e estanozolol (ST). Todavia, na auséncia de
provocacdo fisica os animais tratados com T, DN e ST ndo demonstraram comportamento
agressivo em nenhum dos trés grupos, quando comparados ao grupo controle (MCGINNIS
et al. 2002).

Em contrapartida, outros trabalhos mostraram resultados diferentes; Breuer et al.
(2001), administraram propionato de T, DN e estanozolol em ratos Long—Evans (5mg/kg, 5
vezes por semana durante 12 semanas). O comportamento agressivo aumentou
significativamente no grupo tratado com propionato de T quando comparado com o grupo
controle; o grupo tratado com DN e o grupo controle demonstraram niveis similares de
agressividade. Surpreendentemente, o grupo tratado com estanozolol exibiu niveis
significativamente menores de agressividade que os grupos T e DN, e da mesma maneira
quando comparado ao controle. Este efeito paradoxal do estanozolol (ST) em abolir o
comportamento agressivo foi atribuido aos diferentes mecanismos de acdo envolvendo alvos
celulares e moleculares dos EAA no SNC.

O comportamento agressivo, assim como o de ansiedade, ¢ dependente da associacao
de diferentes estruturas neuroanatOmicas, assim como da atuacdo de diversos e diferentes

mecanismos moleculares de sinalizagdo neuronal que podem sofrer influéncia direta ou
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indireta dos EAAs administrados. Assim, diferentes circuitos neurais e moléculas
sinalizadoras estdo envolvidos no comportamento de agressdo e sofrem influéncias da acgao
dos esterdides anabolizantes.

Estudos tentam correlacionar as alteragcdes comportamentais aos efeitos dos EAA nas
neurotransmissdes centrais serotoninérgicas, gabaérgicas, entre outras, em diversas areas do
cérebro (HALLBERG et al. 2000).

No estudo de Mclntyre et al. (2002), foi observado que o uso cronico de EAA em
camundongos mostrou-se indutor de mudancas dependentes de dose, sexo e idade na
expressao génica da subunidade do receptor GABAA em areas cerebrais anteriores.

Hamsters tratados com decanoato de nandrolona durante seu periodo de
desenvolvimento apresentaram aumento do receptor V1A em estudos de ligagdo (estudos de
“binding”) ¢ na densidade de fibras imunorreativas de arginina vasopressina no hipotalamo
anterior ¢ em dareas cerebrais relacionadas a agressividade (DE LEON et al. 2002).
Camundongos tratados com a mesma droga cronicamente apresentaram diminui¢do na
quantidade de RNAm do receptor dopaminérgico D1 nos nticleos caudado-putdmen e ntcleo
acumbens ( KINDLUNDH et al. 2003), receptor também implicado a modulagdo do
comportamento agressivo (VOLAVKA et al. 2004). O envolvimento glutamatérgico foi
recentemente demonstrado em hamsters adolescentes tratados com EAA pelo aumento nos
neurdnios que expressam glutamato e na expressdao do receptor glutamatérgico GluR1 em
areas especificas de agressividade (FISCHER et al. 2007).

Diversos estudos atuais tém demonstrado interagdes sinérgicas entre o glutamato e os
esteroides gonadais, interagdes que podem coordenar diversas fungdes hipotaldmicas e
limbicas (BRANN; MAHESH, 1994). Por exemplo, a administracdo de estradiol e
progesterona induziram a um aumento nos sitios de implantagdo para o glutamato no
hipotalamo de ratas (WEILAND, 1992). A taxa de liberacdo de glutamato também ¢
aumentada na area pré-optica medial durante um pico induzido de LH (JARRY et.al. 1992).

O interessante trabalho de Diano (1997), forneceu evidéncias para a co-localizagdo de
AMPA gluR (receptor glutamatérgico) e receptores esterdides gonadais em areas limbicas e
hipotalamicas de ratos. As analises mostraram que, na amigdala medial, aproximadamente
50% dos neurdnios contendo receptores ER/AR co-expressam AMPA GluR. Além disso, o
trabalho demonstrou também que os neurénios regulados pelo glutamato no hipotalamo sio
alvos diretos de esterdides gonadais, e que, alterando a expressio da AMPA GluR, os

androgénios e estrogénios podem facilmente influenciar a neurotransmissao excitatoria nessas
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areas, levantando a possibilidade de que na via quimiosensorial, o glutamato ¢ um
neurotransmissor dominante.

Diante do fato de haver interagdes sinérgicas entre o glutamato e os esterdides
gonadais coordenando diversas fungdes hipotalamicas e limbicas, as estruturas amigdaloides
dos grupos tratados, mesmo apresentando um numero menor de neurdnios em relagdo ao
grupo controle, podem, por meio das altas concentracdes locais de EAAs, estimular a
transmissdo glutamatérgica, aumentando as sinalizacdes excitatorias nestes neurdnios e
mantendo as respostas de agressividade estatisticamente iguais as do grupo controle. Ao
mesmo tempo, devemos levar em consideracdo a capacidade dos EAAs afetarem as
transmissdes gabaérgicas e serotoninérgicas, podendo também resultar numa maior excitagao
destes neurdnos. Diante deste quadro, torna-se necessaria a realizagdo de novos estudos
buscando evidenciar como os EAAs levaram a estas alteragdes nas respostas
comportamentais.

Na avaliagdo do numero de perfis de corpos celulares de neurdnios, podemos observar
que, tanto o Winstrol®, quanto o Deposteron® podem levar a uma diminui¢do no nimero
destes perfis celulares em camundongos. Observamos uma diminui¢do estatisticamente
significante neste numero na ABL dos grupos machos Winstrol®, fémeas Deposteron® e
fémeas Winstrol®, quando comparados com seus respectivos grupos controle. Observamos
também, este mesmo resultado na MePV de todos os grupos experimentais. Estes resultados
vém de encontro aos resultados obtidos por Damido, et al. (2012).

De uma maneira geral, parece que os EAAs em doses fisioldgicas, possuem a
capacidade de exercer um papel neuroprotetor, entretanto, quando os EAAs sdo administrados
em altas concentracdes, eles parecem passar a exercer um efeito deletério as células nervosas.
Em sua maioria, os estudos apontam um efeito excitotéxico exercido por estas concentragdes.
Orlando et.al. (2007), descobriram que o pré-tratamento com testosterona aumentou a
toxicidade do NMDA, mas apenas em concentragdes suprafisiolégicas (10 uM). Baixas
concentragdes de testosterona, por outro lado, exerceram papel neuroprotetor, mas tornou-se
neurotdxico na presenga de inibidores da aromatase. Resultados parecidos foram obtidos por
Estrada et.al. (2006).

O trabalho de Okamoto et.al. (2012), demonstrou que a neurogénese hipocampal
adulta em ratos machos ocorre via mediacdo da DHT. YANG et.al. (2002), demonstraram que
em cultura de células hipocampais de camundongo, altas concentracdes de testosterona

aumentaram a toxicidade induzida por concentragdes milimolares de glutamato; ao passo que



56

o androgeno DHEA, um precusor metabdlito precussor da testosterona, exerceu um papel
neuroprotetor (CARDOUNEL et.al. 1999).

Em estudos in vivo, neuroesterdides androgénicos, como DHEA, testosterona ¢ a
DHT, exercem papel protetor no hipocampo contra danos induzidos por excitotoxinas, acido
cainico e acido domodico (FRYE; REED, 1998; RAMSDEM et.al. 2003). No estudo de
Azcoitia et.al. (2001), a neuroprotecdo foi totalmente dependente da disponibilidade da
enzima aromatase, a qual converte a testosterona em estradiol.

Surpreendentemente, pouco se sabe sobre como os androgenos afetam a morte
neuronal excitotoxica a despeito do grande numero de dados obtidos com esterdides
femininos. A excitotoxidade se refere a um mecanismo particular de morte neuronal
desencadeada por uma estimulagao excessiva de receptores glumatérgicos (CHOI, 1994;
ROTHMAN; OLNEY,1995). Este tipo de morte, que pode incorporar caracteristicas de
necrose ou apoptose, contribui amplamente para a patofisiologia de muitas desordens
neurodegenerativas agudas e cronicas, incluindo o AVC, estados de epilepsia, hipoglicemia,
coma doenga de Parkinson, esclerose amiotrdfica lateral, doenga de Huntington e Alzheimer
(CHOI, 1988).

Vista a estreita conexdo entre os EAAs e o sistema glutamatérgico, ¢ importante
salientar o potencial neurotoxico que o glutamato pode exercer nas células das dareas
estudadas. O estudo que sugeriu que o L-Glu poderia atuar como uma neurotoxina baseou-se
na observagao de que injecdes de L-Glu provocavam destrui¢do das camadas mais internas da
retina de camundongos (LUCAS; NEWHOUSE, 1957). Essa constatagdao foi posteriormente
replicada e expandida por Olney (1978).

Os receptores NMDA localizam-se na membrana pods-sindptica das sinapses
excitatérias e exibem maior permeabilidade ao Ca2+ do que os receptores AMPA e KA,
caracteristica que lhes confere um papel mais ativo em mecanismos neurotoxicos. Quando a
membrana pos-sinaptica estd em seu potencial de repouso, os canais NMDA encontram-se
bloqueados por um ion magnésio (Mg2+) que impede o influxo de Ca2+ para o terminal pos-
sinaptico. No entanto, sob despolarizagdo pos-sinaptica (que pode ser originada pela ativacao
de receptores AMPA, dentre outros), os ions Mg2+ sdo expulsos dos canais NMDA, o que
permite o influxo de Ca2+ a favor de seu gradiente de concentragcdo (KUBO; ITO, 2004). No
citosol, o Ca2+ ¢ um importante segundo mensageiro e influencia um grande numero de
fungdes celulares, exercendo um papel regulatério em processos de proliferacio e
sobrevivéncia celular, bem como na morte celular por necrose ou apoptose (ORRENIUS et.al.

1996). O influxo de Ca2+ regula a excitabilidade da membrana e a intensidade da transmissao
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sindptica através da ativagdo de cascatas de sinalizagdo intracelular dependentes deste ion.
Concentracdes excessivas de L-Glu na fenda sindptica resultam na hiperestimulagdo de seus
receptores ¢ entrada de Ca2+ excessiva no terminal pos-sinaptico, que somadas a liberacao do
Ca2+ das reservas intracelulares, elevam a concentragao de Ca2+ acima do limiar ativador de
mecanismos regulatorios ativando os mecanismos intracelulares de excitotoxicidade que
culminam na morte neuronal (SATTLER; TYMIANSKI, 2000).

As observagdes de Diano et al. (1997), demonstraram que os neurdnios regulados pelo
glutamato no hipotdlamo sdo alvos diretos de esteroides gonadais, tanto os androgénios
quanto os estrogénios. Assim, eles podem facilmente influenciar a neurotransmissdao
excitatoria nessas areas de uma maneira sexualmente dimorfica. Este fato pode explicar o
fato de o Deposteron® ter levado a reducdo do numero de corpos celulares nas Amigdalas

Basolaterais das fémeas, mas ndo nas dos machos.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas andlises quantitativas, somados aos resultados
comportamentais, sugerem que os EAAs cipionato de testosterona (CT) e o estanozolol (ST),
em doses suprafisiologicas, sdo capazes de provocar uma reducdo do numero de corpos
celulares de neurdonios na Amigdala Basolateral e no Nucleo Postero-Ventral da Amigdala
Medial de camundongos. Além disso, podem estimular respostas emocionais de ansiedade e
agressividade, que sdo associadas a estas areas.

Assim, os EAAs utilizados de forma abusiva podem levar a sérios danos ao SNC.
Sugerimos que estas substancias, administradas de forma cronica e em concentragdes supra-
fisiologicas, levaram a morte neuronal, inferindo uma a¢do potencialmente neurotdxica dos
EAAs. De acordo com a literatura, a morte neuronal ¢, muitas vezes, decorrente do potencial
excitotoxico do glutamato, o qual pode ter sua a¢do estimulada pelos EAAs. Estes dados
apontam para a necessidade de realizacdo de novos trabalhos para avaliar as relacdes entre

EAAs, sistema glutamatérgico e excitotoxidade.
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