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RESUMO

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo derivados sintéticos da testosterona. Nas
ultimas décadas, a importancia dada a aparéncia corporal cresceu drasticamente, assim como
0 consumo das chamadas "drogas da imagem corporal”, onde se incluem os EAA. O objetivo
deste estudo foi analisar os efeitos do uso cronico dos EAA, observando sua influéncia na
quantidade de células nervosas, nas areas limbica, motora e sensitiva do cértex cerebral e nas
areas Cal, Ca2 e Ca3 do hipocampo de camundongos. Foram utilizados, 32 camundongos
machos da linhagem Swiss, divididos em 4 grupos (n=8): G1: Controle, G2: tratado com o
anabolizante Durateston® (propionato de testosterona, fempropionato de testosterona,
isocaproato de testosterona, decanoato de testosterona), G3: tratado com o anabolizante Deca
Durabolin® (decanoato de nandrolona) e G4: tratado com os dois anabolizantes,
concomitantemente. Os camundongos foram tratados durante dois (2) meses, com 83,3
mg/Kg/semana de Durateston® e 16,6 mg/Kg/semana de Deca Durabolin® e praticando
natacdo trés vezes por semana. Apos a eutanasia, 0s encefalos foram retirados, lavados e
armazenados em formaldeido a 4%. Os fragmentos foram processados seguindo-se a
sequéncia padronizada nos procedimentos histoldgicos convencionais, coloracdo pelo violeta
cresil e posterior analise das laminas utilizando a metodologia de contagem aleatéria simples.
Os resultados mostram uma reducéo significativa no nimero de corpos de neurdnios nas areas
limbica, sensitiva e motora do cortex cerebral e nas regides Cal e Ca2 do hipocampo. Os
resultados sugerem que o uso crénico de EAA pode ser prejudicial ao sistema nervoso, visto
que a reducdo de corpos de neurdnios pode trazer prejuizos estruturais e funcionais para o

cérebro.

Palavras-chave: Esteroides. Cartex Cerebral. Hipocampo. Neurénios. Camundongos.



ABSTRACT

Anabolic androgenic steroids (AAS) are testosterone synthetic derivatives. In recent decades,
the importance given to body image has grown dramatically, as well as the consumption of
so-called "body image drugs”, which include ASS. The aim of this study was to analyze the
effects of AAS chronic use in the amount of limbic, motor, sensory and Cal, Ca2, Ca3
hippocampal areas nerve cells of mice. Were used, 32 male mice divided into 4 groups (n=8):
G1: control, G2: treated with anabolic steroid Durateston® (testosterone propionate,
testosterone fempropionate, testosterone isocaprionate, testosterone decanoate), G3: treated
with steroid anabolic Deca Durabolin® (nandrolone decanoate) and G4: treated with both
steroids concomitantly. The mice were treated for two (2) months, receiving 83.3 mg / kg /
week of Durateston® and 16.6 mg / kg / week of Deca Durabolin and swimming three times a
week. After euthanasia their brains were removed, washed and stored in 4% formaldehyde.
The fragments were processed according to standard histological procedures in conventional
sequence; cresyl violet staining and subsequent analysis using to simple random count
methodology. The results show a significant reduction in number of neuron bodies in limbic,
motor and sensory areas of cerebral cortex and the hippocampus Cal and Ca2 areas. The
results suggest that chronic use of AAS can be harmful to nervous system, since the reduction

of neuron bodies can bring structural and functional damage to the brain.

Key words: Steroids. Cerebral Cortex. Hippocampus. Neurons. Mice.
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1 INTRODUCAO

A testosterona e seus derivados estdo incluidos no grupo dos hormdnios esteroides e
sdo produzidos naturalmente pelas gdnadas (ovério e testiculos) e cortex da suprarrenal.
Vérias regides do corpo sdo influenciadas pelo efeito desses horménios, tais como: 0s
foliculos pilosos, o figado, os rins e os sistemas hematopoiético, reprodutor, muscular, ésseo,
imune e nervoso central. Os efeitos desses hormdnios séo, geralmente, associados aos efeitos
androgénicos (masculinizacdo) e aos efeitos anabdlicos, isto é, construcdo proteica nos
musculos estriados e 0ssos (KICMAN, 2008).

No periodo da puberdade, os efeitos dos androgénios manifestam-se pelo crescimento
da genitalia externa masculina, desenvolvimento e inicio das atividades dos Orgaos
reprodutivos (prostata, glandulas seminais e bulbouretrais). As caracteristicas sexuais
secundarias também sofrem influéncia dos hormonios, apresentando-se com efeitos
androgénicos, tais como: alargamento da laringe, levando ao engrossamento da voz;
crescimento dos pélos; aumento da atividade de glandulas sebaceas e efeitos no sistema
nervoso central (aumento da libido e agressividade); alem de efeitos anabdlicos como,
desenvolvimento do musculo estriado e 0sso, e aumento da estatura por crescimento das
epifises dos ossos longos (KICMAN, 2008).

Clinicamente a testosterona é utilizada para avaliar o potencial de fertilidade
masculina, falha renal, anemia aplastica, astenia com base na sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), no tratamento de pacientes em hemodialise, osteoporose, dentre outras
(TASGIN; LOK; DEMIR, 2011).

Os esteroides anabolicos androgénicos (EAA) sdo derivados sintéticos da testosterona,
utilizados para fins terapéuticos e fornecimento de poténcia anabdlica com aumento ou nao
dos efeitos androgénicos (masculinizacdo) (URHAUSEN; TORSTEN; WILFRIED, 2003).

Nas Ultimas décadas, a importancia dada a aparéncia corporal cresceu drasticamente.
O aparecimento de novas técnicas de cuidado e gerenciamento do corpo, como dietas,
musculacdo e cirurgias estéticas, aumentaram ainda mais essa preocupagcdo com a aparéncia.
Tanto homens quanto mulheres investem cada vez mais tempo e recursos financeiros, na
obtencdo de bens e servicos voltados a construcdo e manutencdo do corpo. Do mesmo modo
que cresce a atencdo voltada para o invélucro corporal, o consumo das chamadas "drogas da
imagem corporal” onde se incluem os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA), também
tem aumentado nos dltimos anos (IRIART; CHAVES; ORLEAN, 2009).
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Além de fins estéticos, 0 uso ndo medico descontrolado dos EAA por atletas para
melhorar o desempenho fisico é relatado. E ndo apenas por atletas profissionais em ambiente
competitivo, sujeitos a controle de doping, mas cada vez mais em atletas amadores, que s&o
frequentadores assiduos de academias de musculagdo em todo pais (URHAUSEN;
TORSTEN; WILFRIED, 2003).

Devido ao e aumento no nimero de usuarios dos estereoides e por todos 0s agravos a
saude mental e fisica, como atrofia testicular e perda da libido, efeitos sobre o humor,
hepatotoxicidade, tumores renais, doengas cardiovasculares, incluindo cardiomiopatia, efeitos
virilizantes em mulheres e fusdo das epifises dsseas (RITTER, 2012), aumentou-se a
necessidade de estudar essas substancias mais profundamente. Por este motivo, no presente
estudo, objetivou-se avaliar os efeitos de dois esteroides anabolizantes no sistema nervoso

central, através da anélise morfoquantitativa de regides do cortex cerebral e do hipocampo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Com o objetivo de tornar este capitulo mais didatico, 0 mesmo foi dividido em trés
itens contendo informagdes referentes ao historico dos EAA, a testosterona e aos efeitos dos
EAA.

2.1 HISTORICO DOS EAA

No ano de 1889, o investigador Brown-Séquard injetou em si proprio um extrato
preparado a partir de testiculos de cées e porcos da india. Ele relatou que sentiu um reforco na
vitalidade (KANAYAMA, 2010).

Vérias décadas depois, em 1930, a testosterona foi isolada e caracterizada, e sua
denominacdo foi usada pela primeira vez na Alemanha, onde: testo = testes, ster = esterol e
ona = cetona. As células intersticiais do testiculo (Celulas de Leydig) promovem a sintese da
testosterona, que desempenha um papel importante na espermatogénese, desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias, liberacdo de gonadotrofinas e estimulacdo de sintese
proteica (TASGIN; LOK; DEMIR, 2011).

Na década de 1950, a testosterona foi utilizada por via oral e injetavel no tratamento
de alguns tipos de anemia, em doencas com perda muscular e em pacientes pos-cirirgicos
com o objetivo de reduzir a atrofia muscular secundaria (GHAPHERY, 1995).

Apesar de ndo detectaveis até 1975, desde o0s anos de 1950, os EAA sdo as substancias
mais administradas para aumentar a for¢ca muscular, sendo seguidos pela eritropoetina para
melhoria da resisténcia fisica a partir de 1990 (CRUZ, 2012).

Em 1976, na Olimpiada de Montreal, foi iniciado o controle do uso de EAA, onde seis
atletas foram punidos pelo uso dessas substancias. O controle iniciou-se por razdes éticas e
devido aos efeitos nocivos a saude como, por exemplo, complicacbes hepaticas,
hipogonadismo e infertilidade. Desde entdo, essas substancias tiveram o uso proibido pelo
Comité Olimpico Internacional (COI) (CHRISTEN et al., 2012; CUNHA et al., 2006;
MARQUES et al., 2003).

De acordo com o Oficio nimero 201, da Confederacdo Brasileira de Culturismo e

Musculacdo (COFEN, 1998), no Brasil, hd o uso indevido dessas drogas com finalidade
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anabolizante assim como, substancias destinadas ao uso veterindrio, para equinos de
competicdo, visando & mesma finalidade anabolizante. Essas drogas sdo vendidas livremente

nas farmécias ou obtidas em farmécias de manipulacéo.

2.2 ATESTOSTERONA E OS EAA

O principal androgénio secretado nos homens € a testosterona. A sintese desta ocorre
nas células intersticiais do testiculo (células de Leydig) a partir da molécula de colesterol e
pelo estimulo central do eixo hipotalamo-hipéfise. O hipotalamo secreta GnRH (Horménio
Liberador de Gonadotrofinas), que por sua vez estimula a hipofise a secretar o LH (Hormonio
Luteinizante), que atua nas células de Leydig (GOODMAN; GILMAN, 2012).

ApoOs sua secrecdo, a testosterona pode atuar diretamente nas células-alvo ou sofrer
metabolizagdo, originando os compostos inativos e 0s ativos como a diidrotestosterona
(DHT). A reacdo que da origem a diidrotestosterona € catalisada pela enzima 5a-redutase. E a
reacao que origina o estradiol, é catalisada pelo complexo enzimatico aromatase (CYP19). A
testosterona pode atuar diretamente nas células, ligando-se ao receptor androgénico, ou
através da diidrotestosterona que se liga mais avidamente a esse receptor (GOODMAN &
GILMAN, 2012).

No organismo, o primeiro passo no metabolismo da molécula de testosterona ocorre
nos carbonos 4 e 5, originando derivados do tipo o € f com arranjo espacial distinto da
molécula original. Como exemplo, tem-se a Sa-diidrotestosterona (DHT), que apresenta
funcdo androgénica e é originada por acdo da 5a-redutase em 6rgdos como cérebro e 6rgdos
reprodutores (Figura 1) (SHAHIDI, 2001).
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Figura 1- Biotransformagéo da testosterona

CH,

CHy

Eatradiol Testasterone Androstenedions

/N

OH o o
GHy CH, CTHy
d*':gﬁ iy
o] N OH ':‘ HOr

H
5o-Dinyoratastosterone Sf-Dinydrotastoetarons Androsterone Etiachclanalore

Fonte: SHAHIDI, 2001.

O receptor androgénico NR3A, € membro da superfamilia de receptores nucleares e
possui trés dominios em sua estrutura espacial: um dominio aminoterminal, um dominio de
ligacdo ao DNA e um dominio de ligacdo da testosterona e diidrotestosterona. Quando 0s
androgénios se ligam ao receptor, ocorre uma alteracdo conformacional desse receptor,
provocando uma translocacdo do complexo ligante-receptor até o ndcleo da célula. Neste
local, ocorre a ligacdo com o dominio de ligagdo ao DNA, resultando na estimulacdo dos
genes para a transcricdo de proteinas (Figura 2) (GOODMAN; GILMAN, 2006).
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Figura 2- Mecanismo de acéo dos androgénios na célula.
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A testosterona possui dois mecanismos de acdo, o mecanismo direto e o indireto. O
mecanismo direto € mediado pela interacdo do hormdnio com o receptor androgénico, que se
encontra no citoplasma. Apds a interacdo e translocacdo para regides especificas do ndcleo,
ocorre a sinalizacdo para sintese de proteinas. Ja 0 mecanismo indireto ndo depende da
interacdo testosterona-receptor androgénico, mas sim da interacdo com outros fatores tréficos
e também pela interacdo dos EAA com o receptor de glicocorticoide, que atua inibindo a
degradacéo de proteinas (VENANCIO et al., 2010).

Na sintese dos EAA ocorrem modificagdes conhecidas na molécula de testosterona,
como alquilacdo na posicdo 17 e/ou a modificacdo da estrutura do anel. Essas modificacfes
sdo feitas para que ocorra a producdo de derivados com caracteristicas mais anabdlicas e
menos androgénicas (masculinizacdo) que a molécula original. A esterificacdo do grupo
hidroxila com &cidos carboxilicos também aumenta a atividade dos esteroides, por causar
aumento da acdo por obtencdo de propriedade lipofilica e, portanto, retencdo no tecido
adiposo. Os EAA exercem as suas funcbes através da ligacdo ao receptor androgénico
(FRAGKAKI et al., 2009; GOODMAN; GILMAN, 2006; LUKAS, 1993).
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Os esteroides anabolizantes de administragdo oral sdo submetidos a um processo de
alquilacdo. Nesta reacdo a molécula de testosterona é modificada e um grupo metil (CH3) ou
etil (C2H5) é colocado na posicdo Cl7a. Deste modo, a alquilagdo causa um atraso na
inativacdo hepatica da testosterona e o0s produtos tornam-se oralmente ativos e mais
resistentes ao metabolismo. Esse processo mantém as propriedades ativas dos esteroides,
porém pode sobrecarregar o figado (SHAHIDI, 2001).

As moléculas dos esteroides anabolizantes de administragdo injetdvel sdo mais
soliveis devido a esterificacdo do grupo 17-hidroxila. O acido usado para acidificar este
grupo, determina a duracdo da acdo anabdlica. Ao retirar um hidrogénio e introduzir um
grupo metil, ocorre a formacdo de 19-nortestosterona (nandrolona); e a esterificacdo do grupo
17-hidroxila da nandrolona com acido decandico, um acido graxo de cadeia longa, provoca a
formacdo do decanoato de nandrolona, que é liberado na circulagdo de forma lenta e exerce
sua atividade anabolica em um periodo de 6 a 7 dias (SHAHIDI, 2001).

O Durateston®, um dos esteroides anabolizantes utilizados neste trabalho. Ele possui
quatro esteres diferentes da testosterona (propionato de testosterona, fempropionato de
testosterona, isocaproato de testosterona, decanoato de testosterona), com diferentes duragdes
de acdo. Esses ésteres sdo hidrolisados na corrente sanguinea, resultando no horménio natural
testosterona. Uma dose Unica de Durateston aumenta a testosterona plasmatica total de 24 a
48 horas ap0s a administracéo, e 0s niveis retornam ao limite do nivel inferior de normalidade
em homens, dentro de 21 dias. A testosterona possui alta ligacdo (97%), ndo especifica, as
proteinas plasmaticas e a globulina transportadora de horménio sexual em testes in vitro. A
testosterona é metabolizada em diidrotestosterona e estradiol, que sdo metabolizados pelas
vias normais de biotransformacéo. A excrecdo é feita principalmente na urina sob a forma de
conjugados de etiocolanonona e androsterona (DEF, 2014).

O Deca-Durabolin® possui o éster decanoato de nandrolona, que proporciona duracao
de acdo de cerca de trés semanas apds a administracdo. Na corrente sanguinea, o éster
decanoato é hidrolisado em nandrolona. Comparada com a testosterona, a nandrolona
apresenta elevacdo da atividade anabdlica e reducdo da atividade androgénica. A nandrolona
sofre metabolizacdo no figado e € excretada na urina através de seus produtos 19-

norandrosterona e 19-nortiocolanolona (DEF, 2014).
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2.3 0 USO DE EAA E SEUS EFEITOS

Existem diponiveis no mercado mais de cem EAA, que variam muito em propriedades
quimicas e seus destinos metabdlicos. Embora todos eles e seus metabélitos ligam-se ao
receptor androgénico classico, muitos apds a aromatizacdo, podem também exercer efeitos
fisiolégicosse ligando-se aos receptores de estrogénio (PENATTI et al., 2011).

Atualmente os EAA tém sido cogitados para atuar na terapia antienvelhecimento em
individuos do sexo masculino, porque a testosterona atuaria melhorando a disposicéo fisica e
emocional dos pacientes, demonstrando um efeito regenerador. No caso de politraumatismos
e queimaduras, esse mesmo racioncinio é utilizado, visto que o EAA acelera o tempo de
aparecimento da cicatriz (CECCHETTO; MORAES; FARIAS, 2012).

A administracdo de EAA ndo replica o complexo padrdo flutuante de secrecdo de
horménios sexuais endogenos, interferindo no feedback negativo sobre o hipotalamo e a
hipdfise anterior. Isso causa inumeros efeitos adversos, como atrofia testicular e perda da
libido, efeitos sobre o humor, hepatotoxicidade, tumores renais, doencgas cardiovasculares,
incluindo cardiomiopatia, efeitos virilizantes em mulheres e fusdo das epifises GOsseas
(RITTER, 2012).

Os efeitos exercidos pela testosterona sdo androgénicos e anabdlicos em uma extensa
variedade de tecidos alvo andrégeno-dependentes, como: o sistema reprodutor, o sistema
nervoso central, a hipdfise anterior, o rim, o figado, os musculos e o coracdo (SHAHIDI,
2001).

Os EAA exercem efeitos estimulantes no cérebro, resultando em sensacédo de euforia e
agressividade crescentes associados ao bom resultado muscular. A consequéncia disso € 0 uso

de EAA por atletas de todos os niveis. O uso dos esteroides anabolizantes se da de trés

formas:
a) Ciclo: se refere a periodos de utilizacdo contendo intervalos de tempo.
Varia de quatro a dezoito semanas;
b) Piramide: pequenas doses sao administradas e gradualmente aumentam até
um pico e reduzem novamente até o final do periodo;
c) “stacking”: varios esteroides sao utilizados a0 mesmo tempo, onde o uso ¢

alternado de acordo com a toxicidade.
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E muito comum o uso dos trés métodos e os EAA sdo administrados em doses
suprafisioldgicas, de até 500mg ou mais por dia, consumidos por semanas ou meses
(AMBAR, 2008).

Além dos efeitos de aumento do volume muscular, os EAA também exibem efeitos
anticatabolicos, uma propriedade importante para o aumento da massa muscular. O
anticatabolismo ocorre através de inversdo dos efeitos catabolicos dos glicocorticoides, que
sdo secretados em resposta ao estresse ou como resultado da melhor utilizacdo da proteina
ingerida e elevagdo da retencdo de nitrogénio. Além disso, os EAA causam elevagdo na
capacidade aerdbica por estimular a eritropoiese (LUKAS, 1993).

O uso de EAA pode resultar em graves disturbios fisicos e psicoldgicos. Ha evidéncias
de um grande aumento no comportamento agressivo em animais de experimentacdo. Alem
disso, sabe-se que as mulheres apresentam maior susceptibilidade aos efeitos colaterais
negativos de EAA, porém os mecanismos moleculares e circuitos neuronais envolvidos nos
sintomas comportamentais em machos e fémeas permanecem obscuros. Em fémeas roedoras,
0s EAA estimulam comportamentos estereotipados masculinos, muito provavelmente pela
remodelacdo da neurotransmissdo em circuitos dimorficos centrais do sistema nervoso
(AGIS-BALBOA et al., 2009).

Os EAA apresentam varios riscos para a saude e inumeros efeitos colaterais, tais
como: peliose hepatica (cistos contendo sangue no figado), hipogonadismo, infertilidade
devido ao baixo nimero na contagem de espermatozoides, morte cardiaca subita, choque
toxico e cancro. Além disso, ha sinais de comprometimento da saide mental o que inclui
agressividade e psicose. Porém, quando o uso é cessado o individuo pode apresentar quadro
de depressdo (CHRISTEN et al., 2012).

Estudos tém demonstrado que os riscos do abuso cronico de EAA sdo mais
pronunciados em fémeas do que em machos. Assim como, em adolescentes de ambos 0s
sexos sdo maiores que em adultos (PENATTI et al., 2011).

Trabalhos utilizando roedor macho demonstraram que os hormdnios testiculares
organizam circuitos comportamentais durante a adolescéncia. Além disso, 0 aumento do
comportamento agressivo e sexual foi observado em ratos machos expostos a EAA
(testosterona, nandrolona e estanozolol) na adolescéncia. Esses efeitos persistiram por varias
semanas apos a interrupcdo do tratamento. Isso sugere que o uso de EAA durante a
adolescéncia, pode apresentar efeitos comportamentais mais pronunciados e duradouros que 0
uso na idade adulta (CUNNINGHAM; CLAIBORNE; MCGINNIS, 2007; SALAS-
RAMIREZ; MONTALTO; SISK, 2010).
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O uso cronico e suprafisioldgico de esteroides anabolizantes, estd associado a redugéo
no nimero de corpos celulares de neurénios em regides do cdrtex cerebral de camundongos
(DAMIAO et al., 2012).

Atualmente, nos Estados Unidos, a estimativa é que exista 3,5 milhGes de usuérios de
esteroides anabolizantes. No Brasil o levantamento anual referente ao uso de drogas
psicotrépicas pelos jovens brasileiros, nas principais capitais do pais, demonstrou que dentre
0s usuarios de psicotrdpicos, aproximadamente, 2% deles ja haviam feito uso de EAA
(VENANCIO et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo sdo descritos em dois itens, separados em objetivos

gerais e especificos.

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar os efeitos dos EAA em areas do cérebro de camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar os efeitos do uso crénico dos anabolizantes Durateston® (propionato de
testosterona, fempropionato de testosterona, isocaproato de testosterona, decanoato de
testosterona) e Deca-durabolin® (decanoato de nandrolona), por meio de anélise
morfoquantitativa de regides do cortex cerebral e do hipocampo.

Analisar quantitativamente o namero de corpos celulares de neurdnios em areas do

cortex cerebral (limbica, sensitiva e motora) e do hipocampo (Cal, Ca2 e Ca3).
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4 JUSTIFICATIVA

Devido ao grande crescimento do uso indevido de substancias anabolizantes,
registrado anualmente e, além disso, pela relativa escassez de estudos dos efeitos causados
pelo uso cronico de tais substancias, sdo requeridos mais estudos visando auxilio na
orientacdo aos usuarios dessas substancias.

Os efeitos deletérios de alguns anabolizantes sdo conhecidos, mas ndo ha relacdes
entre as doses abusivas normalmente utilizadas nos “ciclos” de aplicagdo das academias
brasileiras de musculagdo e do mundo com o verdadeiro perigo que estas pessoas correm.

O sistema nervoso central foi escolhido por se tratar de um sistema de extrema
importancia para 0 organismo como um todo, na manutencdo e regulacdo de funcdes

biologicas.
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5 MATERIAL E METODOS

O capitulo referente ao Material e Métodos foi didaticamente dividido em nove itens.

5.1 PRINCIPIOS ETICOS

Antes de serem iniciados 0s experimentos, por raz0es €ticas, 0 projeto referente ao
presente estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e Comité de Etica
em Experimentagdo Animal (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL-MG,
registro n° 496/2012.

5.2 ANIMAIS

Foram utilizados neste trabalho 32 camundongos machos da linhagem Swiss, com 90
dias de idade, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Alfenas UNIFAL- MG.
Cada caixa continha apenas um animal. Eles foram alojados em caixas plasticas, retangulares,
medindo 30x18x12cm (comprimento, largura e altura), contendo maravalha trocada a cada 2
dias. Os animais foram tratados com ragdo comercial ¢ agua “ad libitum”, mantidos em ciclo

de 12 horas claro-escuro no qual o claro se iniciava as 7 horas.
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5.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em quatro (4) grupos experimentais (n=8) como mostrado

na figura 3:

Figura 3- Distribuigdo de grupos de animais segundo substancia administrada e exercicio fisico realizado.

NuUmero de Substéncia Exercicio
Grupos Animais Administrada Dosagem Fisico
. Solugéo fisiologica <

Grupo | 8 (oito) (Grupo controle) 0,02 mL/semana Natacéo

Grupo 11 8 (oito) Durateston® 83,3mg/Kg/semana Natacéo

Grupo 111 8 (oito) Deca Durabolin® | 16,6mg/Kg/semana Natacéo
Durateston® 83,3mg/Kg/semana

Grupo IV 8 (oito) + + Natac&o
Deca Durabolin® | 16,6mg/Kg/semana

Fonte: Do autor.

5.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O tratamento consistiu na administracdo de dois esteroides anabolizantes diferentes:
Durateston® 250 mg (propionato de testosterona, fempropionato de testosterona, isocaproato

de testosterona, decanoato de testosterona) e Deca-Durabolin® 50 mg (decanoato de
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nandrolona). Os animais foram tratados durante dois meses (uso crdonico) com 16,6 mg/Kg de
Deca-Durabolin® e 83,3 mg/Kg de Durateston®, aplicadas uma vez por semana. As doses
foram obtidas atraves de célculos levando em consideracdo o uso abusivo de EAA pelos
usuarios, que corresponde a doses suprafisioldgicas variando de 10 a 100 vezes maior que as
doses terapéuticas (BROWER, 1993; CLARK; FAST, 1996), ou até 500 vezes maior
(AMBAR, 2008).

O grupo que foi tratado com os dois esteroides, simultaneamente, recebeu essas doses
de cada anabolizante em dias diferentes: Durateston® nas tercas-feiras e Deca-Durabolin®
nas quintas-feiras. A quantidade de 0,02 mL de cada anabolizante foi aplicada no quadrante
inferior direito do abdome, por via intraperitoneal. Essa via de administracdo foi escolhida
com o objetivo de aproveitamento maximo da concentragdo aplicada.

Os animais do grupo controle receberam 0,02 mL de solucdo salina, uma vez por
semana, com o objetivo de mimetizar o estresse da aplicacdo sofrido pelos animais tratados
com os esteroides.

Os animais também foram submetidos a natacédo, durante o periodo de aplicacao, trés
vezes por semana (segunda, quarta e sexta-feira), para mimetizar o exercicio fisico realizado
por alguns esportistas usuarios de EAA.

A natacdo foi realizada em um recipiente de plastico, retangular, medindo
43x34x26cm (Figura 4), contendo agua corrente em temperatura ambiente a 28 a 30°C. Eles
eram colocados na agua, onde permaneciam em natacdo por 5 minutos, 4 animais por vez,
cada qual devidamente identificado na cauda. A natacdo foi monitorada com o objetivo de
manter 0s animais em constante movimento, evitando com que eles boiassem na agua. Apos
este periodo de tempo, os animais eram retirados da agua, secos com o auxilio de uma toalha

limpa e seca e colocados de volta em suas respectivas caixas.
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Figura 4- Recipiente utilizado na realiza¢do da natagéo.

Fonte: Do autor.

5.5 EUTANASIA DOS ANIMAIS E COLETA DOS ENCEFALOS

Os animais foram eutanasiados por meio de overdose do anestésico Halotano® (2-
bromo-2-cloro-1,1, 1-trifluoretano) e seus encéfalos foram removidos, lavados em &gua
corrente e armazenados em recipientes de vidro contendo paraformaldeido 4% em tampao
fosfato pH 7,4 0,1M. Os encéfalos permaneceram imersos nesta solucdo fixadora por 24

horas, com o objetivo de manter as caracteristicas originais do tecido no momento do o6bito.

5.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os fragmentos dos encéfalos foram processados seguindo-se a sequéncia padronizada
nos procedimentos histologicos convencionais: gradual desidratacdo em alcool (70%, 80%,
90%, 100%), diafanizacdo em xilol (xilol I e xilol 11) e inclusdo em parafina (parafinas I, 1l e
I11). Cada regido foi emblocada e cortada com espessura de 7um em microtomo Lupe® e
coradas com violeta cresil para facilitar a visualizagdo dos Corpusculos de Nissl dos corpos de
neurbnios e assim possibilitar a forte marcacdo individual das células, para posterior
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contagem. A espessura do corte possibilita afirmar, que estdo sendo quantificadas as células

na regido analisada.

5.7 ANALISE QUANTITATIVA DE REGIOES DO CEREBRO

Foi feita analise quantitativa das seguintes areas do cérebro: Areas limbica, motora e
sensitiva, localizadas no cortex cerebral e &reas Cal, Ca2 e Ca3, localizadas no hipocampo.
Para cada area do cortex cerebral e hipocampo, quantificou-se trés regides distintas. A
quantificacdo de cada area foi feita em triplicata e abrangendo ambos os hemisférios cerebrais
(Figura 5).

Figura 5- Cortes frontais do cérebro de um camundongo.

Nota: Em A as setas mostram &reas corticais (Da esquerda para a
direita: drea limbica, area motora e area sensitiva); em B, as
areas hipocampais (Da esquerda para a direita: Cal, Ca3 e Ca2).

Fonte: Do autor.
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5.8 ESTIMATIVA DA DENSIDADE DE CORPOS CELULARES DE CEURONIOS

Para a estimativa da densidade por area de corpos celulares de neurdnios, utilizou-se a
metodologia de contagem aleatéria simples (MANDARIN-DE-LACERDA, 1994;
MANDARIN-DE-LACERDA, 2003; PAKKENBERG; GUNDERSEN, 1995; WEST, 1993a;
WEST, 1993b). Neste método, utilizou-se 3 cortes semiseriados de cada regido (3 cortes do
cortex cerebral e 3 cortes do hipocampo) por animal, nos quais se adquiriu 3 campos
microscopicos de cada uma das 6 areas (&reas limbica, sensitiva e motora do cortex; e areas
Cal, Ca2 e Ca3 do hipocampo). Considerando ambos os hemisférios cerebrais e as 6 regides
analisadas, totalizaram-se setenta e duas (72) areas quantificadas por animal. Como referéncia
para a correta localizacdo das areas, consultou-se um atlas de coordenadas estereotaxicas do
cérebro de camundongos (FRANKLIN; PAXINOS, 2007).

Nestas areas, marcamos somente os perfis dos corpos celulares de neurdnios que se
encontram dispostos dentro da area teste e na linha de inclusdo (linha verde), excluindo as
células nas linhas continuas em vermelho (Figura 6). Desta forma, aferimos o nimero de

células por area contada, e ndo o namero total dessas células no cortex cerebral e hipocampo.

Figura 6- Area teste

Fonte: Do autor.
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O equipamento utilizado para a analise foi um computador acoplado a um microscépio
binocular modelo Axio Scope A.l, uma camera de video e um software para analise de
imagem modelo Axiovision Rel. 4.8.2 e Axiovision 4 Module Interactive Mensuerement da

marca Carl Zeiss® (Figura 7).

Figura 7: Equipamento utilizado na analise.

Fonte: Do autor.

5.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos valores obtidos na quantificacdo, foram realizados os
testes de Andlise de Variancia, para verificar a presenca de interagdes significativas entre os
grupos e os esteroides, e o Teste de Tukey para discriminar as diferencas e/ou igualdades
entre as medias avaliadas. Para todas as andlises foi adotado o nivel de significancia de 5%

(p<0,05). Foi utilizado o software Graphpad prism 5®.
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6 RESULTADOS

Os resultados obtidos referem-se a quantificacdo de corpos celulares de neurdnios nos
quatro grupos tratados. Apds a quantificacdo os valores foram analisados estatisticamente,
utilizando o teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados como indicativos de
significancia. Pode-se observar a seguir que, em quase todas as areas analisadas, 0 uso dos

esteroides esta associado ao menor nimero de neurdnios.

6.1 CORTEX CEREBRAL - AREA LIMBICA

A tabela 2 mostra as medias e desvio padrdo de corpos celulares de neurénios na area
limbica do cortex cerebral dos animais. E possivel observar que o grupo |, controle, exibiu
maior quantidade média de neurdnios quando comparado aos demais grupos. Os animais
tratados com o decanoato de nandrolona (grupo I11) exibiram uma quantidade média inferior
que o grupo controle e o grupo tratado com ambos os esteroides (grupo V) demonstrou uma

quantidade de neurdnios ainda menor em relagcdo aos demais.

Tabela 1- Quantidade de corpos celulares de neurdnios e desvio padréo da area limbica do cértex cerebral dos
animais do grupo controle e grupos tratados.

Grupos Média DesvPad
Gl 23,72 3,39
Gll 21,90 2,06

Gl 19,87 1,69
GIvV 16,79 1,05

Fonte: Do autor.

O gréafico 1 representa esquematicamente, os resultados obtidos através da analise
morfoquantitativa de corpos celulares de neurbnios na area limbica do cortex cerebral de

camundongos machos.
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Grafico 1- Quantificacdo de neurdnios da area limbica no cdrtex cerebral dos
camundongos do grupo controle e tratados.
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Nota: Colunas que possuem a mesma letra apresentam diferencas estatisticas entre
elas. Sendo a e b = p<0,0001 e ¢ = p<0,05.
Fonte: Do autor.

A figura 8 representa as fotografias referentes a quantificacdo da area limbica. Pode-se
notar que a menor quantidade de neurdnios nos grupos Il e IV é evidente quando comparados

com o grupo I.



32

Figura 8- Fotomicrografias da area limbica dos grupos tratados.

#

Nota: A: grupo I, B: grupo Il, C: grupo Il e D: grupo IV (aumento de 40x).
Fonte: Do autor.

6.2 CORTEX CEREBRAL — AREA MOTORA

A tabela 3 mostra as médias de corpos celulares de neurdnios na area motora do cortex
cerebral dos animais. E possivel observar que os animais do grupo I, controle, exibiram uma

quantidade média de neurdnios superior quando comparado aos demais grupos.

Tabela 2 — Quantidade de corpos celulares de neurdnios e desvio padrdo da area motora do cortex cerebral dos
animais do grupo controle e grupos tratados.

Grupos Média DesvPad
Gl 16,67 2,68
Gll 13,73 1,96

Gl 14,11 15
GIV 14,63 1,36

Fonte: Do autor.

O gréfico 2 ilustra os resultados obtidos na quantificacdo da area motora.



possivel observar que o grupo controle exibe maior quantidade de células que os outros

grupos.

Grafico 2- Quantificacdo de neurdnios da area motora no cortex cerebral dos
camundongos do grupo controle e tratados.
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Nota: Colunas que possuem a mesma letra apresentam diferencas estatisticas entre
elas. Sendo a = p<0,0001; b = p<0,001 e ¢ = p<0,05.
Fonte: Do autor.

A figura 9 representa as fotografias referentes a quantificacio da area motora. E
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Nota: A: grupo I, B: grupo I, C: grupo Il e D: grupo IV (aumento de 400x).
Fonte: Do autor.

6.3 CORTEX CEREBRAL — AREA SENSITIVA

Na tabela 3, as médias de corpos celulares de neurdnios na area sensitiva do cortex
cerebral dos animais sdo observadas. E possivel notar que os animais do grupo I, controle,

exibiram uma quantidade média de neurdnios superior quando comparado aos demais grupos.

Tabela 3 — Quantidade de corpos celulares de neurdnios e desvio padrdo da area sensitiva do cortex cerebral dos
animais do grupo controle e grupos tratados.

Grupos Média DesvPad
Gl 22,79 3,04
Gll 19,32 2,15
Gl 19,05 1,94

GlvV 17,87 1,51

Fonte: Do autor.
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O gréfico 3 representa esquematicamente os resultados obtidos através da analise
morfoquantitativa de corpos celulares de neurdnios na &rea sensitiva do cortex cerebral de

camundongos machos.

Grafico 3- Quantificacdo de neurdnios da area sensitiva no cortex cerebral dos
camundongos do grupo controle e tratados.
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Nota: Colunas que possuem a mesma letra apresentam diferencas estatisticas entre
elas. Sendo a = p<0,0001
Fonte: Do autor.

A figura 10 representa as fotografias referentes a quantificacio da area sensitiva. E
possivel notar a menor quantidade de neurbnios quando comparados com a fotografia

referente ao grupo controle.
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Figura 10- Fotomicrografias da area sensitiva dos grupos tratados.
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Nota: A: grupo I, B: grupo Il, C: grupo 1l e D: grupo IV (aumento de 400x).
Fonte: Do autor.

6.4 HIPOCAMPO

Este item se refere aos resultados referentes as areas Cal, Ca2 e Ca3 do hipocampo. A

descrigdo desses resultados foi organizada em trés itens.

6.4.1 Area Cal

A tabela 4 mostra as médias de corpos celulares de neurdnios da area Cal do
hipocampo dos animais dos grupos I, Il, 11 e IV. Observa-se que os trés grupos tratados com
esteroides demonstraram uma quantidade inferior de corpos de neurbnios na Area Cal,

quando comparados com o grupo controle (p<0,05).
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Tabela 4- Quantidade de corpos celulares de neurdnios e desvio padrdo da &rea Cal do hipocampo dos animais
do grupo controle e grupos tratados.

Grupos Media DesvPad
Gl 5,83 1,32
Gll 4,46 1,35
Glll 4,21 0,58

GIV 0,71 0,71

Fonte: Do autor.

O gréafico 4 mostra os resultados obtidos através da analise morfoquantitativa no
hipocampo de camundongos machos. Fica claro que ndo houve diferencas quanto ao nimero

de corpos celulares de neurdnios quando do uso de EAA.

Grafico 3- Quantificacdo de neurdnios da area Cal no hipocampo dos
camundongos do grupo controle e tratados.

Area Hipocampal Ca1

abc

n° de perfis neuronais

Nota: Colunas que possuem a mesma letra apresentam diferencas estatisticas entre
elas. Sendo a = p<0,001; b e ¢ = p<0,0001.
Fonte: Do autor.

A figura 11 representa as fotografias referentes a quantificacdo da area Cal do hipocampo.
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Figura 11- Fotomicrografias da area Cal no hipocampo dos grupos tratados.
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Nota: A: grupo I, B: grupo I, C: grupo Il e D: grupo IV (a'umento de 400x).
Fonte: Do autor.

6.4.2 Area Ca2

A tabela 5 mostra as médias de corpos celulares de neurénios da area Ca2 do
hipocampo dos animais dos grupos I, 11, 11l e 1V. Observa-se que o grupo I, controle, exibiu
maior quantidade média de neurdnios quando comparado aos demais grupos. Os animais
tratados com o decanoato de nandrolona (grupo I11) exibiram uma quantidade media inferior
que o grupo controle e o grupo tratado com ambos 0s esteroides (grupo 1) demonstrou uma

quantidade de neurdnios ainda menor em rela¢do aos demais.
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Tabela 5 — Quantidade de corpos celulares de neurbnios e desvio padrdo da area Ca2 do hipocampo dos animais
do grupo controle e grupos tratados.

Grupos Media Desv Pad
Gl 27,29 5,44
Gll 24,46 1,98
Glll 24,06 2,17
GIV 22,83 1,35

Fonte: Do autor.

O grafico 5 mostra os resultados obtidos através da analise morfoquantitativa da area
Ca2 do hipocampo de camundongos machos, demonstrando que os grupos 11l e 1V exibiram

menor quantidade de neurdnios que o grupo controle.

Grafico 5- Quantificacdo de neurdnios da area Ca2 no hipocampo dos
camundongos do grupo controle e tratados.
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Nota: Colunas que possuem a mesma letra apresentam diferencas estatisticas entre
elas. Sendo a = p<0,05 e b = p<0,01.
Fonte: Do autor.

A figura 12 representa as fotografias referentes a quantificacdo da area Ca2 do

hipocampo.
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Figura 12- Fotomicrografias da area Ca2 do hipocampo dos animais.
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Fonte: Do autor.
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6.4.3. Area Ca3

A tabela 6 mostra as médias de corpos celulares de neurdnios da area Ca3 do
hipocampo dos animais dos grupos I, II, Il e IV. Observa-se que ndo existem diferencas

estatisticas nos valores médios de corpos de neurbnios entre 0s grupos.

Tabela 6 — Quantidade de corpos celulares de neurdnios e desvio padréo da &rea Ca3 do hipocampo dos animais
do grupo controle e grupos tratados.

Grupos Média Desv Pad
Gl 20,68 4,37
Gll 22,50 2,47
Glll 22,79 3,41
GlvV 23,52 2,49

Fonte: Do autor.
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O gréfico 6 mostra os resultados obtidos através da analise morfoquantitativa da area
Ca3 do hipocampo de camundongos machos. Nesta area, 0 uso de EAA ndo esta associado a

nenhuma alteracdo quantitativa.

Grafico 6- Quantificacdo de neurdnios da area Ca3 no hipocampo dos
camundongos do grupo controle e tratados.
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Fonte: Do autor.

A figura 13 representa as fotografias referentes a quantificacdo da area Ca3 do

hipocampo.
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Nota: Em A: grupo I, em B: grupo I, em C: grupo Ill e em D: grupo 1V (aumento de 400x).
Fonte: Do autor.
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7 DISCUSSAO

Por questdes didaticas este capitulo foi dividido em quatro itens referentes a discussdo
das areas corticais e do hipocampo.

7.1 CORTEX CEREBRAL — AREA LIMBICA

O sistema limbico tem como estruturas principais 0s giros corticais, 0s nucleos de
substancia cinzenta e tratos de substancia branca dispostos nas superficies mediais de ambos
os hemisférios e em torno de Ill ventriculo que, funcionalmente, se relacionam com o0s
instintos, emocgdes e memoria, e através do hipotadlamo, com a manutencdo da homeostase
(RIBAS, 2007).

Além do papel no controle comportamental, o sistema limbico é responsavel por
controlar condicdes internas do corpo como a temperatura, osmolaridade, sensacao de fome,
sede e controle do peso. Essas funcdes internas sdo chamadas de fungdes vegetativas do
cérebro e seu controle esta diretamente relacionado com o comportamento (GUYTON;
HALL, 2011; KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2000).

A porcdo menos conhecida do sistema limbico é o anel do cortex cerebral, o cortex
limbico (lobo limbico), que esta situado ao redor das estruturas limbicas subcorticais. Esse
cortex funciona como uma zona de transicdo, pela qual, sinais sdo transmitidos do restante do
cortex limbico e também na direcdo contraria. O cortex limbico é uma area associativa
cerebral de controle do comportamento (GUYTON; HALL, 2011). Portanto, danos desta
regido associados ao uso indevido de EAA, podem causar prejuizos comportamentais
associados a disturbios do humor como agressividade (ROSSBACH, 2007).

Alguns pacientes sdao acometidos por distdrbios comportamentais e emocionais, que
podem refletir o envolvimento do cortex limbico, amigdala, talamo e varios sistemas
monoaminérgicos que se projetam para o cértex do hipocampo (KANDEL; SCHWARTZ;
JESSELL, 2000).

Os EAA, de modo geral, possuem maior atividade anabdlica e menor atividade
androgénica (FRAGKAKI et al., 2009, GOODMAN; GILMAN, 2006, LUKAS, 1993). A

nandrolona também possui os derivados Sa e 58, porém em comparagdo com a testosterona,
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ela possui atividade anabdlica muito elevada e atividade androgénica reduzida (DEF, 2014;
AMBAR, 2008). Sabendo-se que o Durateston® tem como principio ativo os derivados da
testosterona, acredita-se que ele possua menor atividade anabdlica quando comparado ao
Deca-durabolin®, que tem o decanoato de nandrolona como principio ativo (DEF, 2014).
Considerando-se que regifes do cortex cerebral e hipocampo possuem alta concentracdo de
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e receptores androgénicos, e que a
diidrotestosterona (DHT) aumenta a ligacdo do glutamato ao receptor NMDA (LE GREVES,
et. al., 1997; ROSSBACH, 2007)., entdo pode-se sugerir que maior parte da testosterona/DHT
fornecida pelo Durateston® tenha sido consumida no auxilio com a ligacdo do glutamato ao
receptor, deixando de atuar no receptor androgénico. Isso poderia explicar a menor reducdo de
neurdnios do grupo tratado pelo Durateston® (grupo Il). Observando-se os resultados do
grupo IV o mesmo raciocinio é realizado, pois ao ser utilizado para outro fim, acreditamos
que o Durateston® deixou grande parte dos receptores androgénicos livres para o decanoato
de nandrolona atuar, possivelmente causando maiores danos e levando a morte das células do
cortex limbico.

Ainda que os animais tratados com Durateston® (grupo 1) ndo exibiram diferencas
estatisticas quando comparados ao controle na area limbica, ao observar a tabela 2 pode-se
notar que a média de neurdnios deste grupo € inferior a média de neurdnios do grupo controle.
Ou seja, mesmo que o resultado do grupo Il ndo tenha se mostrado estatisticamente
significativo, € visivel a diminuicdo de corpos de neurénios nos valores médios, sugerindo
que neste grupo também ocorreram danos aos neurénios mesmo que ndo tdo pronunciados
como nos grupos Il e IV. Devido a isso, acreditamos que se o animal fosse tratado por um
periodo de tempo mais prolongado, a diminuicao de corpos celulares de neur6nios seria ainda

maior, tornando-se significativa estatisticamente.

7.2 CORTEX CEREBRAL — AREA MOTORA

O cédrtex motor é caracterizado como isocortex heterotipico agranular e é composto
por células piramidais gigantes. As principais conexdes aferentes da area motora sdo com o
talamo, que recebe informag6es do cerebelo (MACHADO, 2006; KANDEL; SCHWARTZ;
JESSELL, 2000).
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Os sinais motores sdo transmitidos diretamente do cortex para a medula espinal. A
informag&o sensorial é integrada em todos os niveis do sistema nervoso e resulta em respostas
motoras adequadas. A informacdo tem inicio na medula espinal e se estende para o tronco
cerebral, com respostas mais complexas e por fim se estendem ao prosencéfalo, onde
habilidades musculares mais complexas sdo controladas. A excitagdo de um Unico neurdnio
do cortex motor geralmente excita um movimento especifico e ndo um dnico musculo
(GUYTON; HALL, 2011).

Em um estudo comparou os efeitos entre testosterona, nandrolona, stanozolol e
gestrinona sobre a morte neuronal excitotdxica induzida por NMDA em culturas primarias de
células do cortex de ratos. Os dados encontrados sugerem que altas doses de EAA elevam a
vulnerabilidade neuronal com aumento de citotoxicidade celular e isso pode, portanto,
facilitar a morte neuronal. Nosso trabalho confirma os resultados desse estudo, pois
acreditamos que os esteroides exibam atividade citotdxica resultando na morte dos neurénios
(ORLANDO, et al., 2007).

Um estudo realizado em ratos tratados com o esteroide anabolizante stanozolol
durante 4 semanas, demonstrou que o esteroide reduz a quantidade de dopamina e serotonina
no cortex pré-frontal, alem de reduzir a serotonina no hipocampo (TUCCI, et al., 2012).
Acredita-se que a diminuicdo na transmissao de dopamina e serotonina no cortex pré-frontal,
esta relacionada ao aparecimento de depressdao (BERTON; NESTLER, 2006; MIZOGUCHI,
2004). A reducdo desses neurotransmissores pode estar associada a um defeito no mecanismo
celular de sintese das mesmas. Os resultados do nosso trabalho, onde os animais foram
tratados por 8 semanas, nos faz sugerir que o dano causado aos neurénios pode ir alem de
interferéncias na producdo de neurotransmissores, mas também pode causar a morte dos

neurdnios quando estes sdo expostos ao esteroide por um maior periodo de tempo.

7.3 CORTEX CEREBRAL — AREA SENSITIVA

As sensacOes somaticas correspondem aos mecanismos neurais responsaveis pela
aquisicdo de informacgdes sensoriais. Essas sensacdes podem ser mecanorreceptivas,
caracterizadas pela detec¢cdo de tato e posi¢do do corpo; termorreceptivas, que se referem a
deteccdo de frio e calor; e sensacGes de dor, na qual ocorre deteccdo de dor mediante leséo
dos tecidos (GUYTON; HALL, 2011).
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A érea somestésica ou area da sensibilidade somatica esta localizada no giro pos-
central, onde chegam radiacGes talamicas trazendo impulsos nervosos relacionados a
temperatura, dor, presséo, tato, etc (MACHADO, 2006).

Camundongos tratados por 28 dias com injecGes de 15 mg/kg de decanoato de
nandrolona apresentaram uma diminuigéo significativa na quantidade dos transcritos (genes
de receptores de serotonina) htrla, htrlb, htr2a e htr7 no cortex pré-frontal, além disso,
apresentaram redugéo de 36,6% na quantidade do transcrito htrlb no hipocampo (AMBAR,
2008). Podemos sugerir que a diminuicdo de transcritos dos receptores de serotonina também
pode estar associada a diminuicdo de corpos de neurdnios de animais tratados com o
decanoato de nandrolona, como mostrado em nosso trabalho.

Um estudo utilizando ratos tratados com o decanoato de nandrolona por 6 semanas,
demonstrou aumento significativo de testosterona e DHT séricas. Além disso, avaliaram
alguns orgdos que demonstraram alteracGes prejudiciais: o coragdo demonstrou fibrose parcial
no miocardio, pericardio e degeneracdo vacuolar das fibras cardiacas; os rins sofreram danos
em suas células tubulares que apresentaram inchadas e em ndmero reduzido, alem de
hemorragia nos tabulos distais; a prostata apresentou-se macroscopicamente hipertrofiada e o
namero de células de Sertoli reduzido (TAKAHASHI; TATSUGI; KOHNO, 2004). Além
disso, os EAA tém demonstrado inumeros efeitos deletérios como hepatotoxicidade,
cardiomiopatia, disfuncdo gonadal, ginecomastia, efeitos fisicos e psicolégicos como a
depressdo (AGIS-BALBOA, et al., 2009; CHRISTEN, et al., 2012; RITTER, 2012, TUCCI,
et al., 2012).

Desse modo, acreditamos que as perdas causadas pelos EAA ndo estdo restritas
somente a outros o0rgdos estudados, mas também ao sistema nervoso central. Entdo, os EAA
podem provocar ndo somente a perda ou diminuicdo de funcdo das células nervosas, como a
reducdo de receptores de serotonina, mas também a morte dos neurdnios pelo fato de os EAA
atuarem diretamente no nacleo da célula (GOODMAN; GILMAN, 2006).

Mediante os resultados obtidos nas areas do cortex cerebral, podemos sugerir que a
administracdo crbnica de doses especificas dos EAA, utilizados nos experimentos deste
estudo, contribuiu para a ocorréncia de diminui¢cdo de corpos celulares de neurénios nas areas
limbica, motora e sensitiva do cortex cerebral dos animais. Nosso estudo corrobora 0s
resultados de outro estudo, no qual demonstraram que o uso de esteroides anabolizantes esta
associado a reducfo de neurdnios em regides do cortex cerebral de camundongos (DAMIAO
et al, 2012).
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7.4 HIPOCAMPO

O hipocampo esta situado no lébulo temporal médio, em localizagdo profunda em
relagdo a superficie cortical. Ele se desenvolve até o periodo da adolescéncia e é uma regido
de consideravel plasticidade neuronal (ATAEI; EBRAHIMZADEH-BIDESKAN, 2014).

O hipocampo € dividido anatomicamente em duas grandes regides: O giro denteado,
constituido por células granulares e o corno de Ammon, rico em células piramidais
excitatorias. O corno de Ammon ¢ dividido em trés subregides: Cal, Ca2 e Ca3 (LEIN,
2004). Essas regides sdo separadas umas das outras, com base no tamanho das células
piramidais residentes e nas ligacOes entre elas. Em contraste com 0s neur6nios motores da
medula espinal, as células piramidais hipocampais possuem duas arvores de dendritos, e estes
surgem a partir de lados opostos do corpo celular: os dendritos basais emergem a partir do
lado que d& origem ao axonio e os dendritos apicais, surgem no lado oposto. Em muitas
regides cerebrais as espinhas dendriticas tém duas entradas, uma excitatoria e outra inibitoria.
Na area Cal, no entanto, cada coluna de células piramidais tem apenas uma sinapse, que é
excitatoria (KANDEL; SCHWARTZ; JESSELL, 2000).

O hipocampo esté associado a importantes fungdes relacionadas ao comportamento e a
memoria (ESPERIDIAO-ANTONIO et al., 2008; LEIN; ZHAO; GAGE, 2004). Individuos
que sofreram remocdo bilateral dos hipocampos conseguem acessar a memoria aprendida,
mas perdem a capacidade de aprendizagem para informacdes novas. O hipocampo também
estd integrado a tomada de decisfes, pois quando essa regido interpreta um sinal neuronal
como importante provavelmente essa informacdo sera armazenada na memoria
(ESPERIDIAO-ANTONIO et al., 2008).

As sinapses em neurdnios piramidais Cal tém sido amplamente estudadas como um
modelo celular de aprendizagem e memoria. E uma regifo de marcante heterogeneidade nos
mecanismos moleculares em resposta a estimulos. Os dendritos basais e apicais diferem-se em
termos de inervacdo e mecanismos moleculares de inducdo e manutencdo da potenciacdo a
longo prazo (LTP) (RAMACHANDRAN et al., 2014).

A testosterona desempenha um papel fundamental na diferenciacdo e crescimento
celular. Em neurdnios, a testosterona atua induzindo alteracdes a nivel celular que podem
levar a alteragcbes de comportamento, humor e da memdria. A testosterona pode ser tanto
neuroprotetora como neurodegenerativa. O tratamento de células de neuroblastoma, com altas

concentragdes de testosterona por um curto periodo de tempo demonstrou uma reducdo da
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viabilidade celular por ativacdo da morte celular programada ou apoptose. Esta pode ser
iniciada pelo excesso de Ca®" intracelular, causado pelo excesso de testosterona (ESTRADA;
VARSHNEY; EHRLICH, 2006). Assim como o excesso de testosterona por curto periodo de
tempo causou apoptose em células de neuroblastoma, acreditamos que altas doses de EAA
por longos periodos de tempo, podem causar a morte celular programada em neur6nios
saudaveis como aqueles presentes na area Cal, porque em usuarios de EAA os analogos da
testosterona encontram-se em excesso no interior das células.

O hipocampo apresenta grande importancia no aprendizado e memoria. Além disso,
também contribui na regulacdo dos estados emocionais e agressividade. Um estudo utilizando
0 decanoato de nandrolona demonstra uma participagdo deste esteroide anabolizante na
modulagdo serotoninérgica, resultando em uma diminuicdo na densidade de receptores
5HT1B no hipocampo (KINDLUNDH et al, 2003). Assim como 0s EAA podem causar uma
reducdo de receptores, acredita-se que altas doses administradas cronicamente podem levar
também a morte celular em Cal e ndo somente perda de seus receptores por interferéncia no
mecanismo de sintese dos mesmos.

A area Ca2 do hipocampo funciona como um meio de ligagéo entre as areas Cal e Ca3
e e tanto funcionalmente, quanto estruturalmente diferente das duas. Os neurénios da area Ca2
possuem uma extensa variedade de receptores e neurotransmissores, como fator de
crescimento de fibroblasto-2, neurotrofina-3 e receptores de vasopressina-1b. Além disso, é a
Unica regido do hipocampo que recebe fibras do hipotalamo posterior. A regido Ca2 tem como
importante funcéo, a regulacdo neuronal do comportamento social e de memarias associadas a
estimulos olfatérios (STEVENSON; CALDWELL, 2014).

O decanoato de nandrolona pode causar diminuicdo da expressdéo do RNAmM das
subunidades NR2A e NR2B do receptor N-metil-d-aspartato (NMDA) no hipocampo, além
disso, pode alterar o perfil neuroquimico do receptor, gerando implicacbes comportamentais
importantes (LE GREVES et al., 1997). Assim como o decanoato de nandrolona causa
reducdo da expressdo do RNAmM para estes receptores, acredita-se que também possa causar
reducdo de células Ca2 por interferéncia na expressdo do RNAm para sintese de proteinas e
componentes vitais para a sobrevivéncia da célula neuronal, o que explicaria o motivo pelo
qual houve reducdo de neur6nios nos animais dos grupos Il e IV.

Assim como os resultados da area limbica, os resultados em Ca2 nos mostram que 0
grupo tratado com Durateston® (11) ndo demonstra reducdo de neurénios quando comparado
ao grupo controle. Isso nos faz sugerir que o responsavel pela reducdo de neurdnios nos

animais do grupo 1V seja, principalmente, o Decanoato de Nandrolona®. Pois ele, mesmo ao
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ser administrado sozinho (no grupo Il1), causou essa alteracdo na quantidade de neurdnios
tanto na area limbica, como na &rea Ca2. Acredita-se que isso ocorreu porque a nandrolona
presente no decanoato de nandrolona possui atividade anabdlica mais elevada quando
comparada com a testosterona do Durateston® (AMBAR, 2008; DEF, 2014).

A érea Ca3 ndo demonstrou diminui¢cdo de neurdnios como observado nas demais
areas do hipocampo. Um estudo demonstrou 0 mecanismo de neurogénese hipocampal adulta
induzido pelo exercicio fisico, onde ratos machos foram submetidos a exercicios fisicos leves
durante 11 semanas, podemos sugerir que os esteroides anabolizantes causaram danos, mas
por outro lado o exercicio fisico pode ter estimulado a neurogénese, ndo permitindo
visualizacdo de menor nimero de células na area Ca3 (OKAMOTO et al., 2012).

Alguns estudos mostram que o NMDA no hipocampo de ratos machos, regula as vias
de sinalizacdo responsaveis pela plasticidade sinaptica, que € muito importante para as
fungdes hipocampais (ROSSBACH, 2007). O uso de EAA causa diminui¢do do receptor
NMDA, reduzindo a plasticidade sinéptica, porém, ndo necessariamente reduz o nimero de

corpos de neurdnios na area Ca3 como foi observado nos resultados acima.
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8 CONCLUSAO

De acordo com os experimentos realizados neste estudo e com a metodologia
utilizada, € possivel afirmar que o uso dos esteroides anabolizantes Durateston® (propionato
de testosterona, fempropionato de testosterona, isocaproato de testosterona, decanoato de
testosterona) e Deca-Durabolin® (decanoato de nandrolona), provocaram diminui¢cdo na
quantidade de corpos celulares de neurdnios na area limbica, sensitiva e motora do cortex
cerebral e nas areas Cal e Ca2 no hipocampo de camundongos. Entretanto, ndo demonstrou
significancia quanto a quantidade de corpos celulares de neurdnios na area Ca3 no hipocampo
dos animais tratados, sugerindo que nenhum dos esteroides causou danos nesta area.

De modo geral, ambos os esteroides anabolizantes demonstraram efetividade ao
causarem diminuicdo na quantidade de células neuronais. No entanto, o Deca-durabolin®
provocou uma reducdo ainda mais pronunciada quando comparado ao Durateston®, que ndo
causou essa reducdo na area limbica do cortex cerebral e na area Ca2 do hipocampo. Entéo,
acreditamos que o uso de Deca-durabolin® é mais prejudicial a essas areas.

Em relacdo ao grupo tratado com ambos o0s anabolizantes simultaneamente, observou-
se uma reducéo significativa de corpos de neurénios em todas as areas analisadas, exceto na
area Ca3. Baseado nisso, podemos afirmar que o uso concomitante de dois esteroides, muito
comum nas academias de musculacdo, pode causar danos ainda mais intensos quando

comparado ao uso individual dessas substancias.
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