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RESUMO

O uso de esteroides anabdlicos androgénicos (EAA), conhecidos popularmente como
anabolizantes ou bomba, vem crescendo nos ultimos anos, junto a este fato, temos uma
crescente oferta de produtos falsificados. Esses fatores, quando combinados a uma
educacdo de baixa qualidade, torna o Brasil um dos paises entre 0s maiores
consumidores de substancias anabolizantes no mundo. Devido ao risco quando
utilizados sem o devido acompanhamento médico, tais substancias estdo sendo
continuamente estudadas, visando elucidar com dados empiricos seus reais efeitos
deletérios e seus possiveis beneficios quando adequadamente utilizados, como no meio
médico. O presente estudo analisou os efeitos de dois EAAS, vendidos no Brasil como
Winstrol Depot® (Stanozolol) e Deposteron® (Cipionato de Testosterona) sobre a perda
neuronal, através da estimativa da densidade de corpos celulares de neurénios em trés
regides corticais (Limbica, Motora e Sensitiva) e trés regides hipocampais (CA1l, CA2 e
CA3), além da andlise comportamental buscando alteracbes em parametros relacionados
a ansiedade (Labirinto em Cruz Elevado - LCE), memdria (Analise da Memoria e
Reconhecimento de Objetos) e atividade locomotora (Campo Aberto). Para isso, foram
utilizados 60 camundongos da linhagem Swiss, sendo 30 machos e 30 fémeas, vindos
do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas. Os camundongos foram
separados em trés grupos: Controle e grupos experimentais Deposteron® e Winstrol
Depot®, ambos com 20 animais cada, sendo 10 machos e 10 fémeas por grupo. Os
animais receberam os anabolizantes ou solucdo fisiologica duas vezes na semana (tercas
e quintas-feiras) e submetidos a 15 minutos de natacéo trés vezes na semana (segundas,
quartas e sextas-feiras), durante um més. O peso dos animais foi aferido todas as
segundas-feiras do periodo de tratamento. Ap6s o término do tratamento os animais
realizaram os testes comportamentais e foram sacrificados pela inalacdo do anestésico
Alotano®, tiveram seus encéfalos retirados e estes foram armazenados em solucéo de
formaldeido a 4% por trés semanas. De cada encéfalo foram retiradas amostras
homotipicas da regido média do cérebro em cortes transversais para que pudéssemos
avaliar as areas estabelecidas para este estudo. Os resultados obtidos mostraram que
houve uma reducao na densidade dos perfis de corpos celulares de neurénios de todas as
areas corticais e hipocampais analisadas no grupo de fémeas tratadas com Deposteron®

e em algumas regides (CA2 e CA3) no grupo de fémeas tratadas com Winstrol Depot®,



quando comparadas ao grupo Controle. Os resultados mostram também que houve
reducdo na densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios nos animais machos
na area limbica e na regido CA1 do hipocampo de ambos 0s grupos experimentais
(Deposteron® e Winstrol Depot®). Os testes comportamentais revelaram que houve um
aumento nos parametros relacionados a ansiedade e a0 comportamento apatico enquanto
ndo houveram alteracGes relacionadas a atividade motora e a memdria dos animais dos
grupos experimentais.

Palavras-Chave: Neurbnios; Esteroides Anabdlicos; Coértex Cerebral; Hipocampo;
Ansiedade; Memoria.



ABSTRACT

The use of AAS (Anabolic-Androgenic Steroids), currently known as steroids or
“roids”, has increased in the last years due to a growing bid of faked products. This fact,
allied to a low-quality scholarship, put Brazil among the most anabolic-drug consuming
countries in the world. Because of their use-risk without medical follow-up these drugs
has being studied extensively in order to clarify by empiric data their actual harmful
effects or potential benefits when properly used. The present study analyzed the effects
of two AAS, sold in Brazil as Winstrol Depot® (stanozolol) and Deposteron®
(testosterone cypionate), upon neuronal loss by means of estimated profile analysis of
neuron cell bodies density in three cortical areas (limbic, motor and sensorial) and three
hippocampal areas (CA1l, CA2 and CA3), besides a behavioral analysis searching for
changes in parameters related to anxiety (Elevated Plus Maze — EPM), memory
(Memory Analysis and Object Recognition Memory) and motor activity (Open Field).
For the experiment, we used 60 Swiss mice, 30 males and 30 females, which were
divided into three groups: control, Deposteron®-treated, and Winstrol Depot®-treated,
each one composed by 20 animals, 10 males and 10 females. The animals received AAS
or saline solution twice a week (on Tuesdays and Thursdays) and were put on 15-minute
swimming exercises thrice a week (on Mondays, Wednesdays and Fridays) for 30 days.
After experiment-ending, the specimens accomplished behavioral tests and were
euthanized by halothane inhalation. Their brains were withdrawn and stored in 4%
paraformaldehyde solution for 12 hours. Homotypic cross-sections samples from each
brain’s middle area were taken in order to evaluate the areas concerning our study. The
results showed that there was a reduction in the estimated profile analysis of neuron cell
bodies density of all cortical and hippocampal areas in female mice treated with
Deposteron® and in hippocampal areas (CA2 and CA3) of female mice treated with
Winstrol Depot® when compared to control group. A reduction in the estimated profile
analysis of neuron cell bodies density was also displayed in limbic and hippocampal
CA1 areas of male mice in both ASS-treated groups. Behavioral tests revealed that there
was an increase in parameters related to anxiety and apathetic behavior while there were
no detectable changes concerning motor activity or memory in AAS-treated animals on
both groups.

Key words: Neurons; Anabolic; Cortex; Hippocampus; Anxiety; Memory.
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1 INTRODUCAO

Os hormonios esteroides sdo produzidos pelo cértex da suprarrenal e pelas
gbnadas (ovario e testiculo) (HANDELSMAN, 2001). O hormdnio esteroide produzido
em maior quantidade € o cortisol, secretado pela parte média do cortex da glandula
adrenal humana, a zona fasciculada. (KAPIT; MACEY; MEISAMI, 2004). A
testosterona € no organismo masculino o esteroide sexual mais abundante, sendo
secretada em torno de 95% pelos testiculos e cerca de 5% pelas glandulas suprarrenais
(MARQUES; PEREIRA; AQUINO NETO, 2003; LIMA; CARDOSO, 2011). Nas
mulheres ele também é produzido, mas em baixas quantidades e apenas pelas glandulas
suprarrenais (LIMA; CARDOSO, 2011). Os efeitos da testosterona e dos androgenos
sdo divididos em duas categorias principais: efeitos androgénicos, relacionado as
funcBes reprodutoras e caracteristicas sexuais secundarias, e os efeitos anabdlicos,

relacionados a estimulacdo do crescimento dos tecidos ndo reprodutores.

Os esteroides anabolizantes ou esteroides anabodlicos androgénicos (EAAS)
referem-se aos hormonios esteroides da classe dos hormonios sexuais masculinos, um
grupo de compostos naturais e sintéticos formados a partir da testosterona ou de um de
seus derivados (LISE et al., 1999; PARKINSON; EVANS, 2006; FARRELL;
MCGINNIS, 2003). Sdo promotores e mantenedores das caracteristicas sexuais
associadas a masculinidade (incluindo o trato genital, as caracteristicas sexuais
secundarias e a fertilidade) e do status anabdlico dos tecidos somaticos
(HANDELSMAN, 2001; EVANS, 2004).

Mesmo sendo proibido a partir de 1989, o uso de EAA é comum no meio
desportivo, competitivo ou ndo (NORTON; OLDS, 2001; SILVA et al., 2007). Nas
ultimas décadas, o treinamento de forca ganhou destaque como parte indispensavel de
uma vida saudavel, esse aumento de interesse neste tipo de treinamento ocorreu apds o
American Collegeof Sports Medicine (ACSM) ter ditado os beneficios desses
treinamentos. Atrelado a esse fato, vemos o consumo de esteroides subir absurdamente
(SIMOES, 2003). As doses de EAA utilizadas por fisiculturistas e demais atletas,
profissionais ou ndo, chegam a ser de 10 a 40 vezes maior do que aquelas indicadas para
o0 medicamento (VAN BREDA et al., 2003). O uso ilicito dos EAA ocorre por atletas
com a intencdo de aumentar a massa muscular, a forca fisica e a agressividade em

competi¢des, e diminuir o tempo de recuperacdo entre exercicios intensos (THEIN et



al., 1995; GOLDBERG et al., 1996; ALARANTA et al., 2006). Também é descrito o

uso pela expectativa de tratar ou prevenir lesées decorrentes da pratica de esportes.

Os EAA tém sido abusados, também, por ndo atletas com fins estéticos, pelo
desejo de ganhar massa magra e melhorar a aparéncia, (MATSUMOTO, 1996). Assim,
0 consumo abusivo de EAA dentro e fora do meio desportivo, constitui uma grande
preocupacdo social, governamental e das mais importantes agéncias e 6rgdos sanitarios
e esportivos, como a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e o Comité Olimpico
Internacional (COl) (SILVA et al., 2007; MARTIN; DAYYEH; CHUNG, 2008).

Segundo o Oficio numero 201, da Confederacdo Brasileira de Culturismo e
Musculacdo (COFEN, 1998), encontramos no Brasil o uso indevido de drogas
medicamentosas com finalidades anabolizantes, que apesar de precisarem de prescricao
médica/médica veterindria, sdo encontrados facilmente, comprados principalmente
através do mercado ilegal. Além destes farmacos, pode-se observar que existe ainda a
utilizacdo abusiva de substancias destinadas a uso veterinario, principalmente para
equinos de competicdo. Produtos importados ilegalmente, muitos derivados de
perigosas falsificagdes, sdo comercializados livremente no pais, o que, além de colocar
em risco a saude dos usuarios destes produtos de baixa qualidade, dificulta, e até mesmo
inviabiliza, o controle correto pelos érgéos oficiais (AMES; SOUZA, 2012).

Muitos estudos, no Brasil e no mundo, vém tentando tracar um perfil do uso de
EAA. Nos Estados Unidos, um estudo realizado mostrou que 6,6% dos estudantes do
sexo masculino avaliados tinham feito uso de esteroides pelo menos uma vez durante
suas vidas, desses, 65% admitiram ter participado de escolas patrocinadoras de
atletismo, futebol ou beisebol (WALKER; ADAMS, 2009). Cerca de 6% dos alunos do
ensino meédio estadunidense, jogadores de futebol, assumiram ter utilizado EAA.
Quando observado o uso dentre os universitarios do mesmo pais, o indice de uso entre
os atletas subiu para cerca de 20% (STILGER; YESALIS, 1999).

Dados do CEBRID (Centro Brasileiro de Informagdes sobre Drogas
Psicotropicas) coletados nas Ultimas décadas mostram o assustador aumento no
consumo das drogas consideradas como ‘“drogas da imagem corporal” entre os
frequentadores de academias de ginastica. Alguns estudos quantitativos realizados
descrevem um grande consumo dessas substancias entre praticantes de musculacao,

incluindo o uso de produtos veterinarios, em academias de Sdo Paulo, Rio de Janeiro,



Porto Alegre e Goias (IRIART; ANDRADE, 2002; SABINO, 2002; SILVA et al.,
2007).

Estudos relatam que o uso abusivo de EAAs possui efeitos adversos sobre a
salde mental, que variam desde alteragbes em pardmetros comportamentais, como
ansiedade e agressividade (CORRIGAN, 1996; MARTINEZ-SANCHES et al., 1998),
até estudos que demonstraram o efeito deletério dos anabolizantes sobre o nimero de
corpos de neurdnios em cérebros de camundongos (DAMIAO et al., 2012). A
prevaléncia dos efeitos colaterais se mostra diretamente relacionada ao tipo de esteroide
utilizado, a idade e o sexo do usuério e ao uso prolongado da droga (PARSSINEN,
2000; SADER, 2001).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ABUSCA PELA TESTOSTERONA

A historia da testosterona comeca a ser escrita cerca de 6000 anos atras, quando
fazendeiros descobriram que animais castrados eram mais facilmente domesticados
(FREEMAN; BLOOM; McGUIRE, 2001). Egipcios e Romanos acreditavam que 0s
testiculos e o pénis de outros animais tinham poderes especiais. Atletas gregos usavam
uma variedade de drogas para aumento de desempenho, que variavam desde extratos de
plantas até extratos testiculares. Essas praticas deram inicio a busca por novas

descobertas no ramo da endocrinologia (BHASIN et al., 1996).

Na Babilbnia antiga acreditava-se que homens castrados perdiam a forca fisica.
A pratica da castracdo humana deixou claro que a retirada dos testiculos nao afetava
somente a fertilidade, mas também as caracteristicas masculinas e a agressividade
(SANTOS, 2007).

Em 1849, o medico alemdo Arnold Berthold (1803-1861) fez um experimento
com galos. Ao retirar os testiculos desses animais, observou que as penas desses
animais castrados ficavam menores, o interesse pelas fémeas diminuia e os animais
ficaram mais calmos. Ao reimplantar os testiculos ou aplicar extratos do mesmo,
Berthold observou que os animais voltavam a ter seus comportamentos agressivos
tipicos dos machos da espécie, além do interesse pelas fémeas e demais caracteristicas
afetadas pela castracdo (FREEMAN; BLOOM; McGUIRE, 2001; NIESCHLAG, 2005;
SANTOS, 2007).

Charles Edouard Brown-Sequard (1817-1894), famoso anatomista e fisiologista
francés, é considerado um dos fundadores da endocrinologia moderna (FREEMAN;
BLOOM; McGUIRE, 2001). Seu experimento mais conhecido foi aquele em que
Brown-Sequard extraiu os testiculos de cées e porcos da Guingé, transformando-os em
extrato e aplicando em si mesmo. Aos 72 anos de idade, Brown-Sequard alegou que
recuperou sua forca, habilidades mentais, apetite e ainda parou de sofrer com
constipacdo e também obteve melhoras no seu fluxo urinario (BHASIN et al., 1996;
YESALLIS, 1998).



A pesquisa mais sem ¢ética e também a mais famosa da “organoterapia” ocorreu
entre 1920 e 1930, na prisdo de San Quentin, na Califérnia, onde Leo Stanley comecgou
a transplantar testiculos de prisioneiros executados para prisioneiros impotentes. Como
seu suprimento era pequeno e a demanda devido aos resultados positivos alta, ele
comegou a utilizar testiculos de outros animais. Ap6s alguns anos, Stanley ja tinha
realizado centenas de cirurgias e “tratado” desde impoténcia até epilepsia (BHASIN et

al., 1996; FREEMAN; BLOOM; McGUIRE, 2001).

Em 1930, o Dr. Charles Kochakian, demonstrou que o hormdnio extraido da
urina dos machos estimulava forte balancgo nitrogenado positivo em cées castrados. Essa
pesquisa estabelecia a propriedade anabdlica e a construcdo de tecido pela testosterona,
e muitos deles manifestam as atividades do hormdnio masculino. (YESALIS, 1998;
SANTOS, 2007). Desde entdo, Charles Kochakian é considerado o pai dos esteroides
anabdlicos (YESALIS, 1998).

Durante a década de 1930, as empresas farmacéuticas comecaram a busca para
isolar o hormonio testicular. O termo testosterona foi introduzido por David Karoly e
sua equipe de pesquisa em 1935 (DAVID et al., 1935). No mesmo ano, Butendant e
Hanisch, com um time de pesquisadores montado por uma empresa farmacéutica de
Berlim, publicaram a técnica de como sintetizar a testosterona a partir do colesterol.
“Uma semana depois, LeopoldRuzicka, que sintetizou a androsterona em 1934,
publicou seu artigo intitulado ‘‘Onthe Artificial Preparationofthe Testicular
HormoneTestosterone” e pediu a patente. Em 1939, Butendant e Ruzicka ganharam o
Prémio Nobel de Quimica (FREEMAN; BLOOM; McGUIRE, 2001; DOTSON;
BROWN, 2007).

Hoje, sabe-se que a testosterona € o horménio esteroide androgénico mais
importante produzido pelas células de Leydig nos testiculos. Também ¢€ sintetizado pelo
cortex da suprarrenal em ambos os sexos (SMITH et al., 1995; HANDELSMAN, 2001).
A sintese dos horménios androgénios acontece a partir do colesterol, que apés
sucessivas oxidacgdes, originam a pregnenolona, principal precursor dos hormonios
esteroides (HANDELSMAN, 2001).

Os hormonios esteroides se unem com proteinas de ligacdo no plasma, entram
nas células-alvo, onde sdo convertidos em outros hormonios esteroides. Dentro da

célula, o horménio entra no nucleo e se liga a receptores nucleares, ocorrendo a



transcrigdo do DNA. O RNA resultante se move entéo para o citoplasma para utilizar os
ribossomos e o reticulo endoplasmatico, onde sintetizam proteinas que expressam a
acao fisiologica do horménio (KAPIT; MACEY; MEISAMI, 2004; IRIART; CHAVES;
ORLEANS, 2009).

As acgOes da testosterona e dos androgénicos podem ser divididas em duas
categorias: os efeitos androgénicos, relacionados a funcéo e as caracteristicas sexuais
secundarias e os efeitos anabdlicos, que estimulam o crescimento e a maturacdo dos
tecidos ndo reprodutores. Ambas as funcbes possuem mecanismos intracelulares
semelhantes, ndo havendo assim como separa-los (KANAYAMA et al., 2009;
MILLER, 1995). A testosterona e seus metabdlitos promovem o desenvolvimento do
sistema genital, das caracteristicas sexuais masculinas e tém efeitos anabolicos
importantes sobre 0s 0ssos e musculatura esquelética. Os efeitos observados na
puberdade sdo: crescimento peniano e testicular, crescimento dsseo e da massa
muscular, aparecimento de pelos axilares, faciais e pubianos e o engrossamento das

cordas vocais, além do aumento da libido e da agressividade (CURI; RUI, 2009).

No homem adulto normal, a concentracdo plasmaética de testosterona varia de
300 a 1.000ng/dl e a taxa de producéo diéria esté entre 2,5 e 11mg (HARDMAN, 1996).
Dentre os esteroides androgénicos sintetizados pela suprarrenal, podemos destacar a
DHEA (Desidroepiandrosterona) e a androstenediona. Todos esses androgénios sao
posteriormente convertidos em testosterona no figado (SMITH et al., 1995; RANG et
al., 1997).

2.2 ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS (EAAs)

Aproximadamente 60 tipos de EAAs estdo disponiveis, variando em suas
estruturas quimicas, o que implica em efeitos fisioldgicos e psicoldgicos diferentes
(QUINCEY; GRAY, 1967; BASARIA; WAHLSTROM; DOBS, 2001). Todos os
anabolizantes possuem efeito androgénico, sendo que varios destes compostos possuem
receptores no tecido cerebral (ROSELLI, 1998). Os EAA possuem estruturas
semelhantes ao da testosterona enddgena, compostos por quatro anéis com 19 atomos de
carbono. Existem trés principais classes de EAA (CLARK; HENDERSON, 2003):



A primeira classe é representada por compostos injetaveis, ésteres do grupo 17-
B-hidroxil (propianato e cipionato de testosterona). A esterificacdo retarda a degradacao
do composto e prolonga o tempo de agdo devido a liberacdo sistémica mais lenta
(SHAHIDI, 2001).

A segunda classe refere-se a compostos injetaveis que abrangem os derivados da
19-nortestosterona. Estes compostos derivam dos ésteres de testosterona através da
adicdo de uma cadeia carbonada longa no C17. Também sofrem a substituicdo de um
hidrogénio por uma metila no C19. O tipo de &cido usado para acidificar este grupo
original determina a duragdo da acdo anabolica. A desmetilacdo do C19 aumenta a
meia-vida desta classe de compostos e contribui para sua esterificacao, o qual € liberado
na circulacdo vagarosamente e exerce sua atividade anabdlica dentre 6 a 7 dias
(BASARIA; WAHLSTROM; DOBS, 2001; RYAN, 1959; SHAHIDI, 2001).

Os EAA aromatizaveis, tanto da 12 classe, quanto da 22 classe, possuem efeitos
significativos no SNC ndo somente pela interacdo farmacoldgica direta com os
receptores andrégenos, mas também através de metabdlitos ativos (estrogenos) que se

ligam a receptores estrogénios cerebrais (WILSON, 1988).

A terceira classe refere-se aos compostos alquilados no C17 incluindo a
metiltestosterona, oximetolona, metandrostenilona e stanozolol. O processo de
alquilacdo, no qual a molécula de testosterona ¢ modificada e comumente um grupo
metil (CH3) ou etil (C2H5) é introduzido na posicdo C17, dificulta a metabolizacéo
hepética, possibilitando a este grupo de EAA ser administrado por via oral. Esse
processo preserva as propriedades ativas dos esteroides, porém traz uma grande
sobrecarga ao figado. (SHAHIDI, 2001; BASARIA; WAHLSTROM; DOBS, 2001).

Os EAA possuem como caracteristicas principais 0s seguintes pontos:
capacidade de fixar proteinas; capacidade de reter agua e nitrogénio, de aumentar o
namero de glébulos vermelhos, de reduzir o estoque de gordura corporal, dentre
algumas outras caracteristicas. Ambas essenciais para o desenvolvimento e aumento do
tecido muscular (SANTQOS, 2007).

Estudos realizados no National Institute on Drug Abuse tém descrito que a
forma com que os EAA s&o utilizados por atletas obedecem, basicamente, a trés
metodologias: a primeira, conhecida como “ciclo”, refere-se a qualquer periodo de

utilizagdo de tempos em tempos, que varia de quatro a 18 semanas; a segunda,



denominada “piramide”, comega com pequenas doses, aumentando-se progressivamente
até o apice e, apo6s atingir esta dosagem maxima, existe a reducdo regressiva até o final
do periodo; e a terceira, conhecida como “stacking” (uso alternado de esteroides de
acordo com a toxicidade), refere-se a utilizacdo de varios esteroides ao mesmo tempo.
Ha também entre os atletas o habito comum de utilizar a mistura dos trés métodos
descritos acima. Os EAA sdo administrados, geralmente, em doses supra fisioldgicas
que poderdo chegar a até 500mg por dia consumido por varias semanas ou meses
(SILVA et al., 2002).

Um dos maiores desafios envolvendo os efeitos dos anabolizantes € a sua
relacdo com a préatica de exercicios fisicos. Sabe-se que por si sO, 0s exercicios de
resisténcia aumentam a massa muscular. Um estudo realizado em 1996, por Bashin et
al, em homens eugonadais (que perderam ou tiveram seus testiculos removidos por
algum motivo), fez uma comparacao entre os grupos que fizeram apenas exercicio, um
grupo placebo, um grupo tratado com anabolizantes e um grupo que fez exercicios e
consumiu anabolizantes. Os resultados mostraram que o efeito dos anabolizantes €
maior quando em conjunto a exercicios de resisténcia. Outros estudos mostraram que 0
exercicio de resisténcia aumenta o nimero de receptores androgénicos em musculos de
roedores e humanos (DESCHENES et al., 1994, BAMMAN et al., 2001). Se o numero
de receptores aumenta com o exercicio, mais receptores vao estar disponiveis para acdo
dos anabolizantes (KUNHS, 2002).

2.3 HISTORIA DOS EAAs NO ESPORTE

A testosterona é sintetizada desde 1935, quando em 1939 foi sugerido seu uso
para melhorar o desempenho de atletas (GHAPHERY, 1995; AQUINO NETO, 2001),
porém, a primeira utilizacdo dos EAA com essa finalidade em competi¢do ocorreu em
1954, na Austria, quando atletas russos que fizeram uso de testosterona obtiveram
performances altamente satisfatorias em uma competicdo de levantamento de peso
(ASSIS, 2002; CUNHA et al., 2004).

Apols a bem sucedida experiéncia russa, 0s primeiros relatos sobre uso de
testosterona e outros anabolizantes esteroides foi feito nos EUA, também entre

levantadores de peso, o que logo se disseminou pelos esportes do pais (TOOD, 1987).



Os métodos para deteccdo dos esteroides anabolizantes s6 se tornaram disponiveis por
volta de 1970. Com esse novo método, a IOC (International Olympic Committee)
adicionou em 1975 os anabolizantes na lista das substancias proibidas e os testes se
iniciaram nas Olimpiadas de Montreal, em 1976 (HATTON, 1987; MOTTRAM,;
GEORGE, 2000).

A falta de capacidade inicial dos testes em diferenciar os derivados sintéticos de
testosterona e a testosterona enddgena do atleta se mostrou problematica nas olimpiadas
de 1984, onde todos os testes realizados para doping através da cromatografia gasosa e
da espectrometria de massa indicaram que as amostras analisadas eram positivas para o
uso de esteroides (CATLIN et al., 1987; CATLIN; MURRAY, 1996).

Rapidamente 0 uso de esteroides passou dos esportistas profissionais para os
amadores (TUCKER, 1997). O uso cresceu no meio dos atletas profissionais e dos
praticantes de musculacdo sempre baseado nas vantagens do uso de tais substancias
(INTERNATIONAL SOCIETY OF SPORT PSYCHOLOGY, 1993).

Os avancos tecnologicos nos testes antidopings para anabolizantes e a
introducdo dos testes fora da época de competicdo (maior periodo de uso) tem se
mostrado eficiente no controle do uso dos anabolizantes. Porém, o uso de testes fora das
competicdes € restrito a poucos paises, estando em periodo probatdrio em muitos outros
(MOTTRAM; GEORGE, 2000).

2.4 USO TERAPEUTICO DE ANABOLIZANTES

EAA séo considerados medicamentos a base do horménio masculino, sintetizado
para que se obtenha o mesmo efeito da testosterona, podendo ser administrado na forma
de comprimido, injecdo intramuscular (SANTOS, 2007) ou na forma de filmes de
testosterona aplicados sobre a pele do escroto, permitindo a manutencdo da

concentracdo plasmatica em niveis normais (THEIN et al., 1995; SABINO, 2007).

No entanto, as mais variadas formas de administragdo ja foram descritas, como
a administracéo via retal, nasal e transdérmica, ou implante de capsulas, sempre visando
burlar o metabolismo da droga durante a primeira passagem pelo figado (PARKINSON;
EVANS, 2006).



Os EAA foram produzidos inicialmente com o intuito de serem utilizados em
individuos do sexo masculino com deficiéncia androgénica em casos onde 0s testiculos
foram removidos, em céanceres de testiculo, retardo na puberdade, sempre visando o
desenvolvimento e manutencdo das caracteristicas secundarias masculinas. Hoje tem
seu uso consolidado para tratar algumas doencas e disturbios, tais como: alguns tipos de
canceres, osteoporose, hipogonadismo, estados catabolicos (raquitismo, HIV e graves
qgueimaduras), deficiéncias nos niveis de testosterona, problemas nos testiculos,
micropénis neonatal, contracep¢do hormonal masculina, anemia por falhas na medula
0ssea ou nos rins (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002; CONWAY et al.,
2000; KENNEDY, 2000).

Também sdo descritos uso da terapia androgénica no tratamento da fadiga em
pacientes com doencas renal crénica submetidos a dialise (JOHANSEN et al., 1999), na
sarcopenia relacionada a cirrose alcodlica, a doenca obstrutiva pulmonar crénica, assim
como em problemas associadas a algumas sindromes genéticas, como a baixa estatura
devida a Sindrome de Turner e efeitos sobre a fraqueza muscular em pacientes com a
distrofia muscular de Duchenne (COWART, 1989; FENICHEL et al., 2001).

O tratamento com esteroides anabolizantes tambeém € indicado para mulheres em
alguns casos especificos, como o infantilismo sexual, onde meninas falnam em secretar
estradiol, progesterona e testosterona, tendo amenorreia e falta de libido, além de pelos
pubicos e axilares. A libido s6 é recuperada com o uso de testosterona (MOTTRAM,;
GEORGE, 2000). Mulheres que sofrem com diminuicdo de libido p6s-parto ou pos-
menopausa também podem ser tratadas com testosterona, em ambos 0S casos, O
tratamento ndo deve ser prolongado devido aos efeitos masculinizantes destas
substancias (GREENBLATT; CHADDHA; TERAN, 1985).

Normalmente, na medicina, o uso de anabolizantes se da por sua capacidade de
inibir o catabolismo proteico e de regeneracdo muscular, apés queimaduras graves ou
outros estados debilitados (MOTTRAM; GEORGE, 2000).

2.5 EFEITOS COLATERAIS DEVIDO AO ABUSO DE EAAs

O uso abusivo de esteroides anabolizantes é um dos assuntos mais controversos

da atualidade. Varios efeitos colaterais sdo conhecidos, mas pouco se sabe sobre a dose



que leva a tais efeitos, se o tempo de utilizacdo influencia diretamente no nivel desses

efeitos ou se desde a primeira dose 0 usuario ja comeca a senti-los.

Faltam estudos que relacionam esses quesitos, tdo dificeis de observar no ser
humano devido principalmente a mistura de substancias anabolicas ingeridas e os
diferentes tipos de ciclos feitos pelos usudrios (a maior parte “criada” dentro das
academias, sem um devido profissional e muito menos com os devidos exames

laboratoriais necessarios para se comecar um tratamento com EAA).

O risco estd principalmente na falta de informacdo, na educacdo de baixa
qualidade. O risco de complicacBes aumenta, pois geralmente 0s USU&rios associam
varios agentes anabdlicos, resultando em uma combinacdo de respostas e efeitos. A
prevaléncia dos efeitos colaterais se mostra diretamente relacionada ao tipo de esteroide
utilizado, a idade e o sexo do usuério e ao uso prolongado da droga (PARSSINEN,
2000; SADER, 2001). Entre os adolescentes e as mulheres os efeitos sdo ainda menos

conhecidos.

Para efeito de comparacdo, as doses consideradas terapéuticas, que constam nas
bulas desses medicamentos, também apresentam efeitos adversos. Na bula do
anabolizante Deposteron® (Cipionato de Testosterona) sdo relatados como efeitos
adversos mais frequentes: virilizacdo e irregularidades menstruais em mulheres,
ginecomastia, irritabilidade da bexiga e epididimite em homens. Em ambos 0s sexos 0s
efeitos mais comuns citados incluem edema, eritrocitose, irritagdo gastrintestinal,
hipercalcemia e policitomia, alopecia androgénica, seborreia e acne. Além desses, a
bula traz como efeitos adversos mais raros constipacdo, ndusea, diarreia, infeccéo,
vermelhiddo, dor ou irritacdo no local da injecdo, alteracdes da libido, dor estomacal,
dificuldade no sono, impoténcia, atrofia testicular, cefaleia, ansiedade, depressao,
apneia do sono e parestesia generalizada (BULA DEPOSTERON®).

A bula do anabolizante Winstrol Depot® (Stanozolol) cita como adverténcias 0s
efeitos masculinizantes, o fechamento epifisario precoce e a presenca de substancias que
podem ser constatadas em exames de doping. Em relacdo aos efeitos adversos, cita
Como raros e sempre reversiveis os efeitos de nausea, vomitos, excitacdo, insonia e acne
(BULA WINSTROL DEPOT®).

Muitos efeitos ja foram descritos repetidamente e parecem estar diretamente

relacionados a o uso dos esteroides anabolizantes. A retencdo hidrica € um mecanismo



frequente na utilizacdo de anabolizantes, pois 0s mesmos provocam uma reducdo da
eliminacdo urinaria de sédio, potassio e cloro (TAKAHASHI; TATSUGI; KOHNO,
2002).

No sistema genital masculino temos a reducdo dos niveis de testosterona
enddgena, a atrofia testicular, alteracdes na morfologia do esperma (oligospermia e
azoospermia), dificuldades para urinar, infertilidade, carcinoma prostatico, hipertrofia
prostatica e hipogonadismo gonadotréfico, além da ginecomastia (THEN et al., 1995;
JIN et al., 1996; POPE; KATZ, 2003; EVANS, 2004).

Nas mulheres, é comum o aparecimento de caracteres secundarios masculinos,
como altera¢bes na voz, atrofia uterina, diminuicdo da gordura corporal, irregularidades
menstruais, alteracdo da libido, atrofia mamaria, hipertrofia do clitéris e amenorreia,
além da pilificacdo acentuada (HATFIELD, 1986; DE ROSE; NOBREGA, 1999; LISE,
1999; WILSON, 1999; KYSELOVICOVA; ANTALA; MICHALAK, 2008).

Também séo descritos alguns efeitos do ponto de vista enddcrino. Os mais
comuns sao as alteragdes no metabolismo de carboidratos, com resisténcia a insulina e
intolerancia a glicose, alteracéo do perfil de hormdnios tireoidianos, com diminui¢do na
liberagdo de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4), além da diminuicdo do horménio
estimulante da tireoide pela hipofise (DAWSON, 2001; SHAHID, 2001; TAKAHASHI;
TATSUGI; KOHNO, 2002).

Para o sistema esquelético, o principal risco é o fechamento precoce das laminas
de cartilagem epifisarias que ocorre em adolescentes, e resulta em uma estatura final
menor do individuo. Essa alteracdo é irreversivel (CATLIN; MURRAY, 1996; BLUE;
LOMBARDO, 1999). A ruptura de tenddes tem sido frequentemente descrita em atletas
usudrios de anabolizantes, uma vez que os tendBes sofrem displasia de coldgeno nesses
usuarios, o que resulta em um tenddo mais rigido e com menos alongamento (MILES,
1992).

As alteracbes do perfil lipidico, como o aumento do colesterol sanguineo,
aumento do LDL e diminuigdo do HDL (PALATINI et al., 1996; KOURI; POPE;
OLIVA, 1996; ALMEIDA, 2010) parecem estar diretamente aos efeitos
cardiovasculares continuamente descritos, como infarto do miocardio, arritmias, morte
subita, hipertensdo arterial e também hipertrofia cardiaca (MELCHERT; WELDER,
1995; EVANS,2004).



Alteraces hepaticas, como hepatites, hiperplasias e adenomas hepatocelulares
também foram descritas, mas sdo mais raras (EVANS, 2004). Algumas complicacdes
decorrentes da propria aplicacdo, normalmente via parenteral, também sdo descritas,
como inflamagdes, fibroses musculares, infec¢Ges e abcessos. Junto a estes efeitos, tem-
se o risco de contrair HIV ou os virus das hepatites B e C pelo uso de equipamentos nao
estéreis (RICH et al., 1999).

O uso abusivo de esteroides em humanos também pode causar efeitos adversos
na salde mental, como euforia, irritabilidade, hiperatividade, tensdo nervosa, mudanca
de libido e psicose (LINDQUIST et al., 2002). Middleman et al. (1995), descreveram os
anabolizantes como importantes causadores de comportamentos de riscos entre 0s
adolescentes. O uso de EAA é relacionado a atos de agressividade (brigas e agressoes),
crimes contra o patrimonio, irritabilidade e hostilidade (SU et al., 1993; MIDDLEMAN
etal., 1995; CORRIGAN, 1996; MARTINEZ-SANCHES et al., 1998; EVANS, 2004).

Corrigan (1996) divide os efeitos psicolégicos em trés grupos, arbitrariamente,

representando os efeitos continuados provocados por essas drogas:

a) Nos efeitos imediatos sdo vistas a mudanga de humor e a euforia: existe
melhora da confianga, energia e autoestima, com aumento da motivacdo e do
entusiasmo. Ha diminuicdo da fadiga, insbnia e habilidade para treinar com dor,
irritacdo, raiva, agitacao;

b) Os EAA, depois de administrados em altas doses por longo periodo,

promovem a perda da inibi¢cdo, com alteragdes de humor;

c) Os efeitos graves manifestam-se quando esses sentimentos de agressividade

evoluem para comportamentos violentos, hostis e antissociais.

Corrigan (1996) também relatou outras alteracbes psiquiatricas associadas ao
uso de EAA em atletas. Dentre elas podemos citar casos de esquizofrenia aguda
vinculados ao uso do esteroide metandienona; a mania, hipomania e a confusdo mental,

além de paranoia e depressdo, em razdo do uso de oxandrolona e oximetolona.

Diversos estudos também relacionam o uso continuo de EAA a dependéncia,
tanto em usuarios atletas como em usuarios recreacionais, provocando a sindrome da
abstinéncia quando seu uso € interrompido (BROWER et al., 1990; COPELAND;
PETERS; DILLON, 2000). Quando cessado o tratamento com EAAS, 0S usuarios

relatam cansaco excessivo, insdnia, diminuicdo da libido, dores de cabecga, mialgias,



fadiga, diminuicdo do apetite e depressdo. Casos de suicidio ja foram associados a essa
abstinéncia de anabolizantes (ANABOLIC STEROID ABUSE & UNITED STATES
ANTIDOPING AGENCY apud DOTSON; BROWN, 2007).

Porcerelli e Sandler (1995) vincularam o uso de EAA ao narcisismo patolégico
em fisiculturistas e levantadores de peso.

De acordo com Damido et al. (2012), houve alteracdes significativas na
quantidade de corpos de neurbnios no cortex cerebral de animais tratados com
esteroides anabolizantes (30%) quando comparados aos animais do grupo controle. A
diferenca entre os anabolizantes utilizados ndo foi significativa.

2.6 PREVALENCIA DO USO DE EAAs NO BRASIL E NO MUNDO

Muitos estudos, no Brasil e no mundo, vém tentando tracar um perfil do uso de
EAA. No Oficio numero 201, da Confederacdo Brasileira de Culturismo e Musculacao
(COFEN, 1998), no Brasil, encontramos o uso indevido de farmacos com finalidades
anabolizantes, essas substancias sdo vendidas livremente nas farmécias ou obtidas em
farmécias de manipulacdo. Além destes farmacos, observamos a utilizacdo abusiva de
substancias destinadas a uso veterinario, principalmente para equinos de competicao,
visando a mesma finalidade anabolizante. Produtos importados ilegalmente, muitos
derivados de perigosas falsificacdes, sdo comerciados livremente no pais, o0 que, além
de colocar em risco a saude dos usuarios destes produtos de baixa qualidade, dificulta, e

até mesmo inviabiliza, o controle correto pelos 6rgdos oficiais.

Dados do Centro Brasileiro de Informac6es sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID)
coletados nas ultimas décadas mostram o assustador aumento no consumo das drogas
consideradas como “drogas da imagem corporal” entre os frequentadores de academias
de ginastica. E o problema ndo se resume apenas a atletas e pessoas que buscam um
corpo escultural, a grande preocupacdo estd nos usuarios menos estudados, como 0s
adolescentes e as mulheres. Ainda faltam, no Brasil, estudos sobre o uso de esteroides
para fins esportivos ou mesmo estéticos. Alguns estudos quantitativos realizados
descrevem um grande consumo dessas substancias entre praticantes de musculacéo,

incluindo o uso de produtos veterinarios, em academias de Sdo Paulo, Rio de Janeiro,



Porto Alegre e Goias (IRIART; ANDRADE, 2002; SABINO, 2002; SILVA et al.,
2007).

Nos Estados Unidos, um estudo realizado mostrou que 6,6% dos estudantes do sexo
masculino avaliados tinham feito uso de esteroides pelo menos uma vez durante suas
vidas, desses, 65% admitiram ter participado de escolas patrocinadoras de atletismo,
futebol ou beisebol (WALKER; ADAMS, 2009). Cerca de 6% dos alunos do ensino
médio estadunidense, jogadores de futebol, assumiram ter utilizado EAA. Quando
observado o uso dentre os universitarios do mesmo pais, o indice de uso entre os atletas
subiu para cerca de 20% (STILGER; YESALLIS, 1999).

E estimado que mais de um milhdo de estadunidenses abusam ou abusaram de
EAAs (HOBERMAN; YESALLIS, 1995; EVANS, 2004). Um estudo conduzido pelo
NationallnstituteonDrug Abuse, em 2004, registrou que 1,5% (anterior em 1999 tinha
sido de 3%) dos estudantes do pais (high schoolseniors) admitiram utilizar EAAs. Os
valores reais sdo dificeis de obter, uma vez que poucos atletas assumem o uso de
substancias proibidas em seus esportes (DOTSON; BROWN, 2007).

Ainda nos Estados Unidos da América, 50% dos usuérios utilizam EAA por via
intramuscular, sendo que 20% destes compartilham a seringa, 0 que aumenta e muito a

chance de contrair alguma doenca infectocontagiosa (RICH et al., 1999).

2.7 CORTEX CEREBRAL

O cortex cerebral é a fina camada de substancia cinzenta que reveste o centro
branco medular do cérebro. Possui uma estrutura complexa e heterogénea, constituida
de neur6nios, células neurogliais e fibras. Ao cortex chegam impulsos provenientes de
todas as vias de sensibilidade, onde se tornam conscientes e sdo interpretados. Do cortex
saem 0s impulsos nervosos que iniciam e comandam os movimentos voluntarios, sendo

relacionado também com os fendmenos psiquicos (MACHADO, 2014).

Por sua morfologia complexa, o cortex recebe desde classificagdes anatbmicas e
cito arquiteturais até a funcional. As areas funcionais do cortex cerebral s&o divididas
em Areas Primarias (de projecio) e as de Associagdo, subdividida em Secundarias e

Terciarias. As areas de projecdo possuem as fibras relacionadas diretamente com a



motricidade e a sensibilidade, enquanto as areas de associacao estdo mais relacionadas

ao processamento complexo de informacdes (MACHADO, 2014).

As areas motoras e sensitivas das Areas de Projecdo do cortex possuem como
caracteristica morfoldgica principal, respectivamente, o predominio de células
piramidais e granulares (BONINI; FERRARI, 2011).

2.8 HIPOCAMPO

Com seu nome derivado de seu formato curvo, semelhante a um cavalo marinho,
(do grego hippos = cavalo e kampi = curva), o hipocampo é um importante componente
do sistema limbico. Localizado nos lobos temporais, mais especificamente no assoalho
do corno inferior do ventriculo lateral, acima do giro para-hipocampal, sendo composto
por arquicortex (ESPERIDIAO-ANTONIO et al., 2007).

Tem sido relacionado em estudos a consolidacdo da memdria, e ndo como local
de armazenamento das mesmas. Por meio de um estudo com pacientes que tiveram seu
hipocampo removido, cientistas observaram que estes s6 se lembravam de historias do
passado, mantendo suas memadrias de longo prazo intactas. Enquanto os fatos ocorridos
antes da cirurgia e depois ndo eram lembrados, sdo as amnésias retrogradas e
anterdgradas, respectivamente. Mantendo intacta a memaria operacional e a memoria de
longo prazo, conclui-se que o hipocampo participa diretamente do processo de
consolidacdo da memoria, mas que ndo € o local de armazenamento da mesma
(MACHADO, 2014).

2.9 MEMORIA

O sistema inicial de processamento da memoria decorre de mdaltiplos
subcomponentes (visual-espacial, fonoldgico, centro executivo) que receberdo as
informagdes das diferentes vias sensoriais, para serem processadas em curto periodo de
tempo (BADDELEY, 1998). Esse processo rapido é conhecido como memoria
operacional ou de trabalho e ocorre no cortex pré-frontal e parte do giro do cingulo,

sendo responsavel por um armazenamento transitério da informagdo, como para



compreender uma pergunta e elaborar uma resposta, memorizar o que acabou de ser lido
para compreender a frase seguinte, memorizar um numero de telefone durante o tempo
até disca-lo (ATKINSON; SHIFFRIN, 1986; BADDELEY, 1992; MACHADO, 2014).

Para que essa informagdo “transitoria” se torne estavel é necessario que ocorra
um processo de consolidacdo da memdria, que pode ser de uma memaria de curto prazo
(minutos ou algumas horas) ou uma memoria de longo prazo (muitas horas, dias ou
anos). A memoria de curto prazo dura de 3 a 6 horas, tempo necessario para
consolidacdo da memoria de longo prazo (Squire, 1992; Izquierdo et al, 1998; Izquierdo
2008). Essa forma mais estavel da memoria é decorrente de plasticidade, fendmeno no
qual ocorre o prolongamento neuronal e a formacdo de novas conexdes sinapticas. A
plasticidade de curto prazo envolveria somente alteracGes covalentes de proteinas pré-
existentes, ao passo que a plasticidade de longo prazo requer alteragfes na expresséo
génica e sintese de novas proteinas, para o estabelecimento de novas conexdes (FREY
etal., 1993; BAILEY etal., 1999; SCHAFE et al., 2001).

As memdrias também podem ser classificadas em memorias declarativas ou

explicitas e ndo declarativas ou implicitas (MACHADO, 2014).

A memoria declarativa é a memoria de fatos, eventos, seqiiéncia de eventos,
idéias, que podem ser relatados, que sdo acessiveis conscientemente, podendo ser
traduzida em palavras. Essa memdria depende da regido do lobo temporal,
principalmente do hipocampo, que tem muitas fibras de conexdo com o cortex pré-
frontal, entorrinal e parietal (WITTER et al., 1989; ZOLA-MORGAN; SQUIRE, 1990;
SQUIRE, 1992; RIEDEL; MICHEAU, 2001).

Ja a memoria implicita, conhecida como memdria de habitos, € uma memoria
sujeita a responder a estimulos através da pratica. Esse processo inclui a capacidade
para detectar ou identificar objetos como resultado de contatos anteriores recentes, um
fendbmeno conhecido como priming. (SQUIRE et al., 1993). As memodrias implicitas
incluem tarefas de habilidades motoras (andar de bicicleta ou nadar) e de percepcéo
(esquivar-se de um choque elétrico ao ouvir um som sinalizador), estudadas em testes
de condicionamento classico, operante e memdrias associativas, que sdo memorias

exercidas de maneira automatica e inconsciente.

2.10 ANSIEDADE



Quando um animal é confrontado com uma ameaca ao seu bem-estar ele
apresenta um conjunto de respostas comportamentais e neurovegetativas que
caracterizam a reacdo de medo. Tal ameaca pode ser representada por um estimulo
material incondicionado, como um predador ou um agressor da mesma espécie, ou por
estimulos aprendidos que, por associacdo repetida com dor ou outras sensacoes
igualmente desagradaveis, adquirem propriedades aversivas condicionadas. Em
circunstancias onde o perigo € apenas potencialteriamos a ansiedade (GRAEFF et al.,
1993), que pode ser considerada como expressao inapropriada do medo

A ansiedade é um fenbmeno essencial para uma adaptacdo bioldgica normal.
Pode apresentar-se como tragco de ansiedade, proprio da constituicdo da personalidade
de determinados sujeitos. Pode, também, apresentar-se como estado de ansiedade, que
ocorre como uma manifestacdo de uma reacdo psicogénica ao estresse, de menor
duracdo (EDWARDS, 1991). Clinicamente, tem-se reconhecido que ansiedade nao €
um fendmeno unitario, e tem sido postulada a existéncia de diferentes tipos de
ansiedade patoldgica, como o pénico, fobias e estresse pos-traumatico (GRAEFF et al.,
1998).

Segundo Graeff e Del-Bem (2008), no transtorno de ansiedade, mesmo com o
motivo ndo presente, ha ativacdo da amigdala e liberacdo do Horménio
Adrenocorticotréfico (ACTH) que, por sua vez, induz a liberacdo de cortisol pela
adrenal. O hipotalamo, inibidor do eixo hipotalamo-hip6fise-adrenal, ao ser exposto
continuamente ao cortisol pode ser lesado, causando morte dos neurdnios hipocampais.
Assim, a degeneracdo do hipocampo torna a resposta ao estresse mais acentuada, o que
consequentemente leva a maior degradacdo do hipocampo. Sabendo-se que 0
hipocampo tem papel central na consolidagdo das memdrias, o estresse vai, com o

tempo, afetar a memoria.



3 JUSTIFICATIVA

Estudos relatam que os anabolizantes possuem efeitos adversos que variam
desde alteragcbes em parametros comportamentais, como ansiedade e agressividade
(CORRIGAN, 1996; MARTINEZ-SANCHES et al., 1998), até problemas em 6rgaos e
sistemas do corpo, como figado, rins e coracdo (LINDQUIST et al., 2002;
EVANS,2004). Estudos recentes demonstraram que 0s anabolizantes possuem efeito
deletério sobre o numero de corpos de neurénios no cortex cerebral de camundongos
(DAMIAO et al., 2012).

Os problemas se agravam com o crescente nimero de medicamentos falsos
apreendidos no Brasil a cada ano, sendo o0s anabolizantes a segunda classe de
medicamentos mais falsificados no pais, ficando atrds apenas dos medicamentos
utilizados para tratar a disfuncéo erétil masculina (AMES; SOUZA, 2012).

Com o aumento do uso de substancias anabolizantes, principalmente entre
adolescentes e adultos jovens (NORTON; OLDS, 2001; SILVA et al., 2007), a questdo
antes vista apenas como um problema restrito ao meio desportivo passa a ser
considerado um problema de salde publica (SILVA et al., 2007; MARTIN; DAYYEH;
CHUNG, 2008). Assim, mais estudos sdo necessarios para elucidar os efeitos dos
anabolizantes quando consumidos indevidamente, sem o acompanhamento médico

necessario.



4 OBJETIVOS

Os objetivos gerais consistem em:

- Avaliar os efeitos morfofuncionais dos esteroides anabdlicos androgénicos
(EAAs) em neurdnios das regides corticais e hipocampais de camundongos.

Os objetivos especificos consistem em:
- Observar alteragfes comportamentais relacionadas a ansiedade e & memoria e
também a capacidade de locomocao dos animais;

- Analisar o namero, por area, dos perfis de corpos celulares de neurdnios no
cortex limbico, motor e sensitivo, além de areas hipocampais (CA1, CA2 e CA3),

buscando altera¢fes quantitativas dos mesmos, devido ao tratamento com esteroides.



5 MATERIAL e METODOS

O trabalho consistiu de um estudo experimental, realizado no Departamento de
Anatomia (Danat) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), mais

especificamente no Laboratorio de Estereologia, Morfometria e Morfologia (LEMM).

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados 60 camundongos da linhagem Swiss, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL- MG), sendo 30 machos e 30
fémeas, com idade aproximada de 90 dias (jovens-adultos), os quais foram alojados em
caixas contendo 5 animais cada, tratados com ragdo comercial e agua “ad libitum” e
mantidos em ciclo de 12 horas claro-escuro.

No inicio dos experimentos 0 peso corporeo inicial dos animais variava em torno
de 40 a 50 gramas e 0 mesmo foi acompanhado semanalmente, sendo aferido todas as
segundas-feiras ao longo do tratamento. O presente experimento conta com a aprovagao
do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA-Unifal-MG) sob registro n°
414/2012 (Anexo A).

5.2 TRATAMENTO

Consistiu na aplicacdo via intraperitoneal (IP) de dois esteroides anabolizantes: o
primeiro, comercializado com o nome de Winstrol Depot® (Stanozolol) e o segundo,
comercializado com o nome de Deposteron® (Cipionato de Testosterona), nas doses
conforme a Tabela 1. Os animais foram tratados durante 30 dias, com aplica¢Oes

realizadas duas vezes na semana (tercas e quintas-feiras). Totalizando 8 aplicacdes.



Tabela 1- Grupo de animais de acordo com EAA e a dosagem utilizada.

Grupos NUmero de Animais EAA Dosagem
Grupo 1 10 machos Deposteron® (Cipionato 0,8mg/kg/dia
10 fémeas de Testosterona)
Grupo 2 10 machos Winstrol Depot® (Stanozolol) 1,8mg/kg/dia
10 fémeas
Grupo 3 10 machos Grupo controle Volume equivalente as
10 fémeas (solucdo fisioldgica) substancias testes.

Fonte : do autor.

As doses utilizadas foram calculadas pelo Método de Extrapolacdo Alométrica
(MAHMOOD, 2007) a partir das doses utilizadas por usuarios frequentadores das
academias. Em um primeiro instante a dose extrapolada foi letal (DL) e apds adequacéo
obtivemos uma dose suprafisioldgica ndo letal para os animais.

Os animais foram submetidos a natacdo por 15 minutos, todas as segundas,
quartas e sextas-feiras durante o periodo de tratamento. A natacdo foi realizada em um
recipiente de plastico medindo 43x34x26cm (Figura 1), contendo em seu interior agua
na temperatura entre 24 e 26 °C até perto da borda, de modo que os animais nédo
conseguiam tocar o fundo do recipiente e nem escalar suas paredes laterais, nédo

conseguindo sustentar seu peso com as patas. Totalizando 11 dias de treinamento.

Figura 1 - Caixa pléstica utilizada para a natagéo.

Fonte : do autor.



5.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

A andlise comportamental foi realizada para analisar parametros relacionados a
ansiedade, retencdo de memoria de curto prazo e a atividade locomotora dos animais.
Para isso, utilizamos os testes do Labirinto em Cruz Elevado (LCE), Memdria e

Reconhecimento de Objetos e Campo Aberto.

5.3.1 Andlise de Ansiedade

O labirinto em cruz elevado (LCE) é um método bem conhecido para detectar o
efeito de drogas ansioliticas ou ansiogénicas e foi usado como modelo de avaliacdo de
ansiedade nesse estudo.

O teste do labirinto em cruz elevado consiste em um aparato com dois bragos
abertos (50 x 10cm cada), dois bracos fechados (50 x 10 x 40cm cada) e uma plataforma
central (10 x 10cm) formando uma cruz suspensa a 50cm de altura (Figura 2). Os
animais foram colocados no centro de frente para um dos bragos fechados e filmados
por cinco minutos. As medidas comportamentais registradas foram: nimero de entradas
nos bracos abertos e nos fechados (com as 4 patas) e o tempo de permanéncia dos
animais nestes bragos. Um aumento seletivo nos pardmetros correspondentes aos bragos
abertos (entradas e tempo) revela um comportamento ansiolitico (LISTER, 1987; FILE
etal., 1990, CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005).

Figura 2 - Labirinto em cruz elevado (LCE).

Fonte : do autor.



5.3.2 Anélise de memoria de reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi adaptado do modelo descrito
anteriormente por Abe et al. (2004). Este teste foi dividido em trés (3) sessoes:
familiarizagéo, teste e experimento. A sessdo de familiarizagéo foi realizada duas horas
antes da proxima etapa, onde foi permitida a cada camundongo a exploracdo do
ambiente no qual foram realizados os testes, com o intuito de promover a familiarizacdo
do animal com local. O ambiente consiste em uma caixa de madeira (65 x 45 x 45 cm)
forrada com maravalha (03 cm de altura) (Figura 3). A sessdo de teste foi a filmagem da
exposicdo de dois (2) objetos idénticos (Al e A2) a cada animal, no ambiente descrito
acima por 5 minutos. Os objetos foram deixados no canto oposto do local onde o
camundongo foi colocado. Foi mensurado o tempo gasto na exploracdo dos objetos Al
e A2 pelo camundongo pela analise do video. Na fase de experimento, os objetos foram
trocados por um terceiro (A3) objeto também idéntico aos 2 anteriores e por um quarto
objeto (B) totalmente diferente, porém de volume semelhante. Os objetos da fase de
experimento foram colocados no mesmo lugar dos objetos da fase teste e 0 camundongo
foi exposto aos objetos e filmado por 5 minutos. Foi mensurado o tempo gasto na
exploracdo de cada objeto. A exploracéo do objeto foi definida como direcionamento do
focinho ao objeto (a uma distancia de pelo menos 2 cm) e toque do focinho no objeto
(ABE et al., 2004).

A exploracédo global (EG) dos objetos foi a soma dos tempos de exploragdo do primeiro
e segundo objetos na sessdo de treino:

EG = Al+A2
A exploracdo global no teste (EGT) foi definida como sendo a soma dos tempos de

exploracdo do terceiro e quarto objeto no teste.

EGT = B+A3
A simples medida de reconhecimento (R) ou discriminacdo é a diferenca entre o tempo
gasto na exploracdo do novo estimulo (B) e o tempo gasto na exploracdo do estimulo
familiar (A3), ou seja, B-A3. Entretanto, para minimizar influéncia dos niveis totais de
exploracdo, é mais preciso utilizar a diferenca no tempo de exploracdo dividida pelo
tempo de exploracao total:

R =B-A3/B+A3



Figura 3 - Memoria e Reconhecimento de Objetos.

Fonte : do autor.

5.4.3 Atividade Motora Espontanea no Campo Aberto.

Este teste permite a avaliagdo da atividade motora, exploratéria e da ansiedade
do animal (WALSH; CUMMINS, 1976). Consiste de um aparato experimental de
acrilico, na forma de uma arena circular de 30 cm de didmetro (Figura 6), com parede
transparente de 30 cm de altura e com o piso dividido em 12 areas, 8 delas na periferia e
4 no centro. No teste, cada animal é colocado no centro da arena e filmado por 5
minutos para posterior analise.

Os parametros avaliados foram:

a) Frequéncia de locomocao, estimada a partir da contagem dos quadrantes nos
quais o animal esteve com as quatro patas;

b) Numero de verticalizagbes do animal, que consiste no nimero de vezes em
que o mesmo ficou apoiado somente nas patas posteriores, com o tronco
perpendicular ao chdo, com ou sem as patas anteriores encostarem nas
paredes;

c) Permanéncia nos quadrantes adjacentes as paredes da arena.

Figura 4 - Campo aberto (Insight®).



Fonte : do autor.

5.5 COLETA DAS AMOSTRAS

Apds a eutanasia dos animais pela inalacdo do anestésico Alotano®, seus
encéfalos foram retirados pelo seguinte procedimento: os cranios foram abertos com o
auxilio do instrumental cirirgico e os encéfalos retirados, lavados em solucédo
fisioldgica e fixados em formaldeido 4% em tampéo fosfato pH 7,4 0,1M. Os encéfalos
permaneceram imersos nesta solucdo fixadora por 24 horas, seguindo o protocolo
utilizado por Rabinowiczet al. (2002). Em cada encéfalo foram retiradas amostras em
cortes frontais, seriadas e homotipicas (BROWN e AGGLETON, 2001) para avaliar as
areas estabelecidas para este estudo (VAN STRIEN et al., 2009) (Figura 3).

Figura 5 - Corte frontal de um cérebro de camundongo.

Fonte: do autor.



5.6 PROCESSAMENTO E COLORACAO

Os fragmentos foram processados seguindo-se a sequéncia padronizada nos
procedimentos histolégicos 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 microtomo Lupe® e coradas com violeta cresil para facilitar a
visualizacdo dos Corpusculos de Nissl dos corpos de neurdnios e assim possibilitar

marcar forte e individualmente cada célula para posterior contagem.

5.7 ESTIMATIVA DA DENSIDADE DOS PERFIS DE CORPOS CELULARES DE
NEURONIOS

Para a estimativa da densidade por &rea dos perfis de corpos celulares de
neurbnios utilizou-se a metodologia de contagem aleat6ria simples (WEST, 1993a;
WEST, 1993b; MANDARIN-DE-LACERDA, 1994; MANDARIN-DE-LACERDA,
2003; PAKKENBERG; GUNDERSEN, 1995). Neste método adquiriu-se 2 campos
microscopicos aleatorios de 3 cortes seriados da area, totalizando assim seis (6) areas
analisadas por animal, para cada regido escolhida. Nestas areas foram marcadas
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 6). Desta forma, aferiu-se o numero de
células por area contada, e ndo o0 nimero total dessas células nas areas corticais e no

hipocampo, objetivo do presente experimento.

A analise foi feita por um Sistema de Analisador de Imagens Axiovision 4
Module InteractiveMensuerement da marca Carl Zeiss® acoplado a um microscopio
AxioScope Al, também da marca Carl Zeiss® e um computador.



Figura 6 - Imagem representativa de area teste.

Fonte : do autor.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

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

considerados como indicativos de significancia.



6 RESULTADOS

6.1 PESO CORPOREO

O peso inicial dos animais foi registrado no primeiro dia de tratamento (semana
1), seguindo a compilacdo dos pesos no sétimo dia de tratamento (semana 2), décimo
quarto dia (semana 3) e por ultimo no vigésimo primeiro dia (semana 4). A mensuragao
dos pesos ocorreu todas as segundas-feiras no mesmo horario, durante o periodo de

tratamento. Dos dados coletados originou-se o grafico 1.

O grafico 1 mostra que ndo houve diferencas significativas nos pesos dos
animais quando comparamos 0s grupos tratados com anabolizantes em relacdo ao grupo

controle, tanto em machos quanto em fémeas.

Gréfico 1: Media dos pesos em gramas (g).
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Fonte: do autor.

6.2 ANALISE COMPORTAMENTAL

A analise comportamental mostrou alteracdes nos parametros relacionados a
ansiedade, mas néo alteracdes relacionadas a atividade locomotora ou a memdria dos

animais.



6.2.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O teste do labirinto em cruz elevado, utilizado para averiguar parametros
comportamentais relacionados a ansiedade, foi realizado logo apds o término do
tratamento. Cada animal foi submetido somente uma Unica vez a este teste
comportamental, sendo colocado no centro do labirinto, de frente para um dos bracos
fechados e entdo, observado durante 5 minutos (PELLOW et al., 1985; SETEM, 2000;
MARCONDES et al., 2001).

De acordo com os graficos 2A e 2B, apresentados abaixo, ndo houve diferencas
significativas na taxa de entrada nos bracos fechados, assim como, ndo houve diferencas
significativas na taxa de entrada nos bracos abertos nas fémeas quando comparado o
grupo controle com os grupos experimentais. A taxa de entrada nos bragos fechados,
estatisticamente igual entre os animais, € um parametro indicativo da atividade
locomotora dos animais, mostrando que nao houve alteracdo na mesma. A taxa de
entrada nos bracos abertos, parametro relacionado com a ansiedade, ndo apresentou

alteracdes.

As taxas de entrada nos bragos fechados e abertos, para os machos,
representadas nos Gréaficos 2B e 3B, mostram que ndo houve alteraces no que diz
respeito a taxa de entrada nos bracos fechados, ndo havendo comprometimento ou
alteracOes na atividade locomotora desses animais, enquanto a taxa de entrada nos
bracos abertos se mostrou estatisticamente significante quando comparamos 0 grupo
controle ao grupo tratado com Winstrol Depot®, sendo que este Gltimo sofreu uma
reducdo no nimero de entradas nestes bragos do aparato, indicativo de aumento nos
parametros relacionados a ansiedade. Os resultados referentes a atividade locomotora,
representados neste teste pela quantidade de entradas nos bracos fechados do aparato
foram comprovados com o teste do Campo Aberto, descrito adiante.



Grafico 2 - 2A-Taxa de entrada nos bragos fechados do LCE das fémeas.

2B- Taxa de entrada nos bragos fechados do LCE dos machos.
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Fonte : do autor.

Gréfico 3 - 3A-Taxa de entrada nos bragos abertos do LCE nos animais fémeas.
3B- Taxa de entrada nos bragos abertos do LCE nos animais machos.

Fémeas Machos

—
o
T

bragos abertos

(%))
T

1

Taxa de entrada nos
bragos abertos
Taxa de entrada nos

Controle  Deposteron  Winstrol

Conftrole Deposteron Winstrol ) ) 3B
3A grupos experimentais

grupos experimentais

Sendo : * = Resultado significativo (p< 0,05).
Fonte : do autor.

Ja os resultados referentes ao tempo de permanéncia nos bragos fechados e nos
bracos abertos do aparato das fémeas, mostrou ser significativo para o grupo tratado
com Deposteron® em relacdo aos outros grupos como demonstra os graficos 4A e 5A.
O tempo despendido pelas fémeas do grupo Deposteron® nos bracos abertos e fechados
reforcam a ideia de um efeito ansiogénico deste anabolizante, uma vez que a diminuigao
no tempo de permanéncia nos bracos abertos do aparato e aumento no tempo de

permanéncia nos bracos fechados € indicativa de aumento nos niveis de ansiedade.



Quando analisado o tempo de permanéncia nos bragos fechados do LCE nos
grupos de animais machos observou-se que ndo houve alteracdes no tempo despendido
pelos animais dos grupos experimentais quando comparados com 0s animais do grupo
controle (Gréafico 4B). Enquanto que, o tempo de permanéncia nos bragcos abertos do
LCE demonstrou diferenga significativa quando comparamos o grupo experimental
tratado com Winstrol Depot® com o grupo controle, mas ndo com 0 outro grupo
experimental (Grafico 5B), mostrando que houve um aumento nos niveis de ansiedade
deste grupo. Frisando novamente, a ndo alteracdo no nimero de entradas nos bragos
fechados, em ambos os grupos experimentais (machos e fémeas), mostrado no Gréfico
2A e 2B, é um indicativo de que as alteracbes constatadas ndo dizem respeito a

atividade locomotora dos animais e sim apenas aos niveis de ansiedade.

Gréfico 4 - 4A-Tempo de permanéncia nos bragos fechados do LCE das fémeas.

4B - Tempo de permanéncia nos bracos fechados do LCE dos machos.
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Grafico 5 - 5A - Tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE das fémeas. 5B - Tempo de
permanéncia nos bragos fechados do LCE nos animais machos.
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Sendo :* = Resultado significativo (p< 0,05).
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6.2.2 Andlise de memdria de reconhecimento de objetos

Para andlise de memdria utilizamos o teste de reconhecimento de objetos, onde os
animais passam pelas etapas de familiarizacdo, teste e experimento. Os resultados
obtidos na fase de teste, entre os grupos de fémeas e machos, estdo representados no

grafico 6A e 6B, respectivamente.

Os resultados obtidos durante a fase de experimento, exploracdo global teste, tanto
nos machos quanto nas fémeas estdo expressos no grafico 7. Para avaliar o
reconhecimento espontaneo de objetos foi utilizada a taxa de discriminacao, apresentada

no grafico 8.

Os graficos 6A e 7A mostram que houve uma diminuicdo estatisticamente
significativa nos tempos despendidos pelos dois grupos de fémeas tratadas com
esteroides anabolizantes na exploracdo global dos objetos (fase teste) e na exploragéo
global teste (experimento), quando comparados ao grupo controle. Em ambos os casos,
houve diminuicdo da capacidade exploratéria das fémeas em relacdo aos objetos Al e
A2 (grafico 6A) e também em relacdo aos objetos A3 e B (grafico 7A), resultados que

demonstram um comportamento de sonoléncia e apatia nestes animais.

Ja nos animais machos observou-se uma diminuicdo significativa no tempo de
exploracdo global nos dois grupos de machos tratados com esteroides anabolizantes,
como mostra o grafico 6B, enquanto que apenas o grupo tratado com Deposteron® teve

uma diminuicdo significativa no tempo de exploracdo global na fase de experimento

5B



(gréfico 7B). Entdo, nos machos, o tratamento com Deposteron contribui mais para o

comportamento apatico e sonolento do que o tratamento com Winstrol.

Gréfico 6 - Tempo médio gasto na exploracdo dos objetos 1 e 2. 6A — Exploracdo global das fémeas;

6B — Exploracdo global dos machos.
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Fonte: do autor.

Gréfico 7 - Tempo médio gasto na exploracdo dos objetos 3 e 4. 7A — Exploracédo global teste, fémeas;

7B — Exploracéo global teste, machos.
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Sendo :* = Resultado significativo (p< 0,05).

Fonte : do autor.

Em relacéo a taxa de discriminacdo, parametro utilizado para avaliar a retencédo

de memorias de curto prazo no animal, ndo houve diferenca significativa quando



comparados 0s grupos tratados com anabolizantes entre si e com o0 controle,
demonstrando que os anabolizantes utilizados ndo surtiram efeito sobre a capacidade

dos animais reconhecerem um objeto (Gréfico 8).

Gréfico 8 - Taxa de discriminacdo. 8A — Taxa de discriminacdo, fémeas;

8B — Taxa de discriminacdo, machos.
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6.2.3 Campo Aberto: Atividade Motora Espontanea

O teste do Campo Aberto é utilizado para avaliar a atividade locomotora dos
animais, mas também pode ser usado para medir parametros relacionados a ansiedade.
Os resultados obtidos mostraram que ndo houve alteragcfes significativas na quantidade
de vezes que os animais dos grupos de fémeas tratadas com EAASs cruzaram 0s
quadrantes internos e externos do aparato, representados nos Gréaficos 9A e 10A
respectivamente, quando comparadas as fémeas do grupo controle. O nimero total de
cruzamentos, que representa a quantidade de vezes que o animal cruza as linhas entre os
quadrantes do aparato com as quatro patas, também ndo se mostrou alterado quando
comparados aos valores obtidos pelo grupo controle (Gréafico 11A). Estes resultados
mostram que ndo houve alteragdes na atividade locomotora das fémeas tratadas com
EAAs.

Os Gréficos 9B e 10B mostram, respectivamente, que ndo houve diferengas
estatisticamente significativas no nimero de vezes que os animais machos dos grupos

tratados com EAAs estiveram nos quadrantes do centro e nos quadrantes da periferia do



aparato. O Grafico 11B, ao demonstrar que também néo houve diferencas na quantidade
de vezes em que 0s animais dos grupos experimentais cruzaram de um quadrante para o
outro, com as quatro patas, quando comparados aos animais do grupo controle,
confirma que ndo foram encontradas alteracOes na atividade locomotora dos animais

machos tratadas com anabolizantes.

O numero de rearings ou VverticalizacGes, apresentados no grafico 12, néo
apresentou diferenca significativa quando comparados 0s grupos experimentais entre si
ou com 0 grupo controle, tanto para machos quanto para fémeas. Estes resultados,
juntos a ndo alteracdo na capacidade exploratéria da periferia do aparato, demonstram
que ndo foram encontradas alteracGes relacionadas a ansiedade no teste do Campo

Aberto.

Gréfico 9 - Nimero médio de vezes que 0s animais cruzaram os quadrantes internos do aparato.

9A — Cruzamentos internos, fémeas; 9B — Cruzamentos internos, machos.
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Grafico 10: Numero médio de vezes que 0s animais cruzaram os quadrantes externos do aparato.

10A — Cruzamentos externos, fémeas; 10B — Cruzamentos externos, machos.
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Gréfico 11 - Nimero médio de vezes que 0s animais cruzaram entre os quadrantes internos e externos do

aparato. 11A — Cruzamentos totais, fémeas; 11B — Cruzamentos totais, machos.

Cruzamentos totais - Fémeas Cruzamentos totais - Machos
“ 120 = 0
Hi i = I
‘.5; sof §3% -
& o i
HIE i
HIR 3 § [
3§§§ ot gg g:o» :
S8o ~8§° 20r =
t5f X €58 :
° 0

Grupos experimentals 11B

Fonte : do autor.



Grafico 12 - NUmero médio de verticalizagdes. 12A — Rearing, fémeas; 12B — Rearing, machos.
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6.3 ESTIMATIVA DA DENSIDADE DE PERFIS DE CORPOS CELULARES DE
NEURONIOS

Para a estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neur6nios foram
utilizados trés (3) campos microscopios idénticos em trés (3) cortes consecutivos, dos
hemisférios direito e esquerdo, para cada area analisada no cortex e no hipocampo dos
animais. Totalizando 18 areas analisadas para cada regido e um total de 108 areas

analisadas por animal.

6.3.1 Areas Corticais
As areas corticais analisadas foram: Area Limbica. Area Motora e Area

Sensitiva.

6.3.1.1 Area Limbica

O Gréfico 13 apresenta uma diferenca significativa na estimativa da densidade
de perfis dos corpos celulares de neurbnios na area limbica do cortex cerebral das
fémeas tratadas com esteroides anabolizantes (grupos experimentais), quando
comparados entre si, sendo que o grupo tratado com Winstrol Depot® apresentou uma
média de 17,86 neurbnios enquanto o grupo tratado com Deposteron® apresentou uma

média de 13,22 neurdnios. Também houve uma diferenca significativa na comparagao



entre o grupo tratado com Deposteron® e o grupo controle, que apresentou uma media
de 17,46 neurdnios na Area Limbica do cortex cerebral. Quando comparados o grupo
tratado com Winstrol Depot® e o grupo controle, ndo foram observadas diferencas

significativas.

Grafico 13 - Estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios da area

limbica nas fémeas.
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Sendo * = Resultado significativo (p< 0,05) do grupo Deposteron® em
relacdo ao grupo Controle;
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Fonte: do autor.

Os machos dos grupos experimentais apresentaram uma diminui¢do do niumero
de perfis de corpos celulares de neurbnios quando comparados ao grupo controle, mas
ndo quando comparados entre si, grafico 14. O grupo tratado com Deposteron
apresentou uma média de 15,67 neurdnios, enquanto o grupo tratado com Winstrol
Depot® apresentou uma média de 14,72 neurdnios e 0 grupo controle uma média de

18,76 neurdnios.



Grafico 14 - Estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios da area
limbica nos machos.
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Fonte: do autor.

6.3.1.2 Area Motora

O Gréfico 15 apresenta os valores médios referentes a estimativa da densidade
dos perfis de corpos celulares de neurdnios da Area Motora das fémeas. A comparacao
entre 0S grupos experimentais e o grupo controle mostra que houve uma diferenca
significativa apenas quando comparados o grupo tratado com Deposteron® e 0 grupo
controle, que apresentaram, respectivamente, uma média de 13,72e 18,93 neurénios. O
grupo tratado com Winstrol Depot® apresentou uma média de 17,7 neurbnios, sendo
estatisticamente igual ao nimero encontrado no grupo controle e significativamente

diferente quando comparado ao grupo tratado com Deposteron®.



Grafico 15: Estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios da area

motora nas fémeas.
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Sendo * = Resultado significativo (p< 0,05) para o grupo controle em relagdo ao grupo
Deposteron®;
** = Resultado significativo (p< 0,05) para o grupo Deposteron® em relagéo
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Fonte: do autor.

A estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neurbénios néo
mostrou resultado significativo na area motora dos grupos experimentais de machos
quando comparados ao grupo controle ou quando comparados entre si, de acordo com o
grafico 16.0 grupo controle apresentou uma média de 15,79 neurbnios, enquanto o
grupo tratado com Deposteron® apresentou uma meédia de 15,19 e o grupo tratado com

Winstrol uma média de 14,46 neurdnios.



Grafico 16 - Estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de

neurénios da area motora nos machos.
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6.3.1.3 Area Sensitiva

A estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios
apresentou diferenca significativa para a comparacgao entre o grupo experimental tratado
com Deposteron® quando comparado ao grupo controle e também quando comparado
ao grupo tratado com Winstrol Depot®, como mostra o grafico 17. Ndo houve diferenca
significativa entre os valores obtidos pelo grupo controle e pelo grupo tratado com
Winstrol Depot®. O grupo tratado com Deposteron® apresentou uma média de 13,54
neurénios, significativamente menor que a média obtida pelo grupo controle, 18,64
neurdnios e também que a obtida pelo grupo tratado com Winstrol Depot®, 17,68

neurdnios.



Grafico 17 - Estimativa da Densidade dos Perfis de Corpos Celulares de Neurdnios da

Area Sensitiva (cortical), Fémeas.
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Sendo * = Resultado significativo (p< 0,05) para o grupo controle em relacéo ao grupo
Deposteron®;
** = Resultado significativo (p< 0,05) para o grupo Deposteron® em relagédo
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Fonte: do autor.

De acordo com o Grafico 18, abaixo, ndo foram encontradas diferencas
significativas na densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios na area sensitiva
dos animais machos, quando comparados controle aos dois grupos experimentais e
também quando comparados os dois grupos experimentais entre si. O grupo controle
apresentou uma média de 14,57 neurdnios, enquanto o grupo tratado com Deposteron®
apresentou uma média de 16,11 neurdnios e o grupo tratado com Winstrol Depot®

apresentou uma média de 16,15 neurénios.



Grafico 18 - Estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neuronios da area

sensitiva nos machos.
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Fonte: do autor.

6.3.2 Areas Hipocampais

As areas hipocampais analisadas foram: CAl, CA2 e CA3.

6.3.2.1 CAl

A anélise do Gréafico 19 mostra que houve diferenca significativa na estimativa
da densidade dos perfis de corpos celulares de neurénios da Area hipocampal CA1 das
fémeas quando comparados o Grupo Controle com o grupo tratado com Deposteron®,
mas ndo quando comparados o Grupo Controle e o Grupo tratado com Winstrol
Depot®. A diferenca também foi significativa quando comparados 0s grupos
experimentais entre si. O Grupo controle apresentou uma média de 67 neurdnios,
enguanto o grupo tratado com Deposteron® apresentou uma média de 48,08 e o grupo

tratado com Winstrol Depot® uma média de 61,78 neurdnios.



Grafico 19 - Estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios da area

hipocampal CA1 nas fémeas.
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Sendo * = Resultado significativo (p< 0,05) para o grupo controle em relagéo ao grupo
Deposteron®; ** = Resultado significativo (p< 0,05) para o grupo Deposteron® em
relacdo ao grupo Winstrol®.

Fonte: do autor.

A andlise da area CAl do hipocampo dos machos apresentou diferenca
significativa nas trés comparacfes (controle x Deposteron; controle x Winstrol e
Deposteron x Winstrol), com o grupo de machos tratados com Winstrol apresentando a
maior reducdo da densidade dos perfis de corpos celulares de neurbnios, de acordo com
o0 Gréfico 20. O grupo controle obteve uma média de 59,25 neurdnios, enquanto o grupo
Deposteron® apresentou uma média de 55,05 e o grupo Winstrol Depot® uma média de

45,15 neurdnios.



Grafico 20: Estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios da area

hipocampal CA1 nos machos.
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Winstrol® e ao grupo Deposteron®; ** = Resultado significativo (p< 0,05) para o
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Fonte: do autor.

6.3.2.2 Area Hipocampal CA2

A analise da area CA2 do hipocampo das fémeas, representada no Gréafico 21,
mostrou que houve diminuicdo na densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios
nos dois grupos experimentais (Deposteron® = 24,86 neurdnios; Winstrol Depot® =
30,31 neurénios) quando comparados ao grupo controle (35,67 neurdnios) e também
guando comparados 0S grupos experimentais entre si, com o grupo tratado com

Deposteron® sofrendo a maior reducdo. O grupo controle apresentou uma média de



Grafico 21 - Estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios da area

hipocampal CA2, nas fémeas.
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Sendo * = Resultado significativo (p< 0,05) para o grupo controle em relagéo ao grupo
Deposteron® e o grupo Winstrol®; ** = Resultado significativo (p< 0,05) para o
grupo Deposteron® em relacdo ao grupo Winstrol®.

Fonte : do autor.

A anélise dos grupos de animais machos nédo revelou diferenca significativa na
estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neurbnios na area CA2 do
hipocampo, de acordo com o Gréafico 22. Enquanto o grupo controle apresentou uma
média de 30,21 neurbnios, o grupo Deposteron® apresentou uma média de 30,13 e 0

grupo Winstrol® uma média de 29,23 neurénios.

Gréfico 22 - Estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neurénios da area

hipocampal CA2 em machos.
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6.3.2.3 Area Hipocampal CA3

Semelhante a area hipocampal anterior (CA2), a andlise estatistica mostrou
significancia para as diferencas na estimativa da densidade dos perfis de corpos
celulares de neurdnios nos grupos tratados com anabolizantes quando comparados ao
grupo controle e também para a comparacao entre eles, onde o grupo tratado com
Deposteron® apresentou a maior reducdo, de acordo com o Grafico 23. O grupo
controle apresentou uma média de 27,01 neur6nios, significativamente maior que a
apresentada pelo grupo Deposteron®, 20,41, e que a apresentada pelo grupo winstrol®,

22.9 neurobnios.

Gréfico 23: Estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios da area

hipocampal CA3 nas fémeas.
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o
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Sendo * = Resultado significativo (p< 0,05) para o grupo controle em relagdo ao grupo
Deposteron® e o grupo Winstrol®; ** = Resultado significativo (p< 0,05)
para o grupo Deposteron® em rela¢do ao grupo Winstrol®.

Fonte: do autor.

Né&o foi encontrada diferencga significativa entre a estimativa da densidade dos
perfis de corpos celulares de neurdnios da area hipocampal CA3 entre 0s grupos de
machos do experimento (Deposteron® = 24,28 neurbnios; Winstrol® = 22,62
neurdnios) quando comparados ao grupo controle (média de 22 neur6nios), de acordo

com o Grafico 24.



Gréfico 24 - Estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares

de neurdnios da area hipocampal CA3 nos Machos.

Area hipocampal CA3 Machos

30
261
261
241
221
20f
18f
16f
14F
12f
10F

numero de perfis neuronais

(=] S e
T

Controle Deposteron Winstrol
Grupos experimentais

Fonte: do autor.



7 DISCUSSAO

A discussdo do trabalho foi feita a partir da comparacao dos resultados do atual

experimento com resultados encontrados na bibliografia.

7.1 PESO CORPOREO

Os resultados sobre o assunto na literatura s@o controversos. Existem registros
de ganho de peso corpOreo ap6s o tratamento com esteroides, como no estudo de
Meireles (2006), diminuicdo do peso corpOreo apds o tratamento, como observado por
Bauman (1988) e também a ndo alteracdo do peso corporeo apds tratamento, como visto
no trabalho de Marinho (2006). Além das controveérsias encontradas, observa-se uma
escassez de estudos sobre os anabolizantes utilizados no presente estudos, o
Deposteron® (Cipionato de Testosterona) e o Winstrol Depot® (Stanozolol). Na
bibliografia encontrada, os tratamentos foram realizados com Decanoato de
Nandrolona, vendido comercialmente com o nome de Deca-Durabolin®, um dos
anabolizantes mais consumidos ao redor do mundo (BAHRKE; YESALIS; BROWER,
1998; IRIART; ANDRADE, 2002; EVANS, 2004).

O American Collegeof Sports Medicine (ACSM) revelou que o aumento de peso
corporal ocorre, em alguns casos, quando associado a uma dieta adequada (rica em
proteinas), e de um bom programa de treinamento. A literatura mostra, ainda, que 0 uso
de altas doses de esteroides pode afetar negativamente o ganho de peso (MAX;
RANCE, 1984; BAUMAN; RICHERSON; BRITT, 1988).

Os resultados observados no presente estudo condizem com os apresentados por
Saborido et al. (1993), Marinho (2006) e Robert-Pires et al. (2013). Esperava-se um
maior ganho de peso corporal dos animais tratados com esteroides anabolicos
androgénicos (EAA), devido principalmente a retencdo hidrica provocada pelos mesmos
(WILSON; GRIFFIN, 1985; LICHTENBELT, 2004). A maior parte dos estudos com
animais com a funcdo testicular normal demonstrou pouco ou nenhum aumento do peso
corporal ap6s o uso de esteroides (AMERICAN COLLEGE OF SPORTS MEDICINE,
1987; SABORIDO et al., 1993).



7.2 ANALISE COMPORTAMENTAL

A andlise comportamental, feita através dos testes do Labirinto em Cruz Elevado
(LCE), Memdria e Reconhecimento de Objetos e Campo Aberto, gerou resultados que
foram discutidos adiante.

7.2.1 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Os resultados observados no grupo de fémeas tratadas com Deposteron® e
também no grupo de machos tratados com Winstrol Depot®, referentes ao aumento nos
niveis de ansiedade, devido a uma diminui¢do no tempo de exploracdo e no nimero de
entrada nos bragos abertos, sdo confirmados pelo fato de ndo haver diminui¢cdo na
atividade locomotora dos animais, 0 que indica que a diminuicdo nos parametros
relacionados ao braco aberto do aparato estdo relacionados diretamente a ansiedade
assim como observado por. Salvador et al. (1999), que ndo perceberam alteracbes na
atividade locomotora de camundongos tratados com decanoato de nandrolona e
propianato de testosterona, ou com uma mistura dos dois. Este estudo utilizou trés
metodologias diferentes, as quais foram denominados experimentos 1, 2 e 3, onde
alteracdes na capacidade locomotora dos animais ndo foram encontradas em nenhum
dos experimentos. Outro ponto importante a ser ressaltado foi o fato de ndo existir
diferencas significativas nos parametros relacionados a ansiedade nos grupos controles
indicando que o estresse causado pela repetida aplicacdo de injeces ndo foi o principal

agente ansiolitico nos casos onde se observou alteracdes.

Os resultados obtidos neste experimento se mostram também de acordo com 0s
resultados de Costine et al. (2010), onde os mesmos encontraram o0 efeito ansiogénico
de trés tipos de anabolizantes, dentre eles o Cipionato de testosterona, principio ativo do
Deposteron®. Barreto-Estrada et al. (2004) obtiveram como resultado do tratamento
com anabolizantes um nivel elevado de ansiedade nos ratos machos tratados, enquanto

as fémeas tratadas ndo apresentaram diferenca no nivel de ansiedade no LCE.

Resultados de acordo também com os obtidos por Ambar (2008), cujos animais
machos tratados com esteroides (decanoato de nandrolona) diariamente, durante 28 dias
também apresentaram um aumento nos niveis de ansiedade, observado na diminuigéo da

permanéncia desses animais nos bragcos abertos do aparato e na area central do mesmo,



sendo ambas consideradas como areas aversivas ao animal. Condizentes também com
os resultados obtidos por Rocha (2006), onde foi constatado que o decanoato de
nandrolona, aplicado duas vezes na semana (segunda e quinta-feira) em ratos machos,
induziu aumento no nivel de ansiedade. Tais resultados obtidos por Rocha (2006)
derivam da diminuicdo do tempo de permanéncia e da taxa de entrada dos animais

machos tratados com decanoato de nandrolona nos bracos abertos do aparato (LCE).

Existem na literatura relatos sobre a controvérsia dos efeitos dos anabolizantes
em modelos animais. De acordo com Bitran et al. (1993) e Clark e Henderson (2003) os
poucos estudos sobre EAA e ansiedade apresentam resultados controversos, visto que
estes tratamentos apresentaram tanto efeitos ansioliticos como ansiogénicos. Aikey et al.
(2002) observaram uma resposta ansiolitica em camundongos, representada pelo
aumento do ndmero de exploracdo dos bracos abertos, sem alteracdo da atividade
locomotora, no teste do LCE, trinta minutos apds aplicacdo de dose Unica de

testosterona.

A anélise da ansiedade em modelos animais se mostrou controversa em relatos
anteriores, uma vez que outros estudos que avaliaram o efeito dos EAAs na ansiedade
obtiveram resultados inconsistentes, como nos estudos de Bitran et al. (1993), Barreto-
Estrada et al. (2004) e Kouvelas et al. (2008), que encontraram um efeito ansiolitico dos
anabolizantes, contrastando com os resultados obtidos no presente estudo e também
com os obtidos por Minkin et al. (1993), Rocha (2006) e Ambar (2009).

Além destes, outros estudos, como o de Rojas-Ortiz et al. (2006), ndo
apresentaram alteracOes relacionados a ansiedade nos animais tratados com EAAS. Essa
contradicdo observada ao se comparar diferentes trabalhos pode ser causada devido a
fatores como a diferenca nas espécies utilizadas, no sexo e na idade dos animais, além
das diferentes doses e regimes de aplicacdo (incluindo aqui a forma na qual a droga foi
administrada).

7.2.2 Analise de memoria de reconhecimento de objetos

Silva et al. (2013) observaram os efeitos do propianato de testosterona sobre a
memoria de ratos. Utilizaram um tratamento agudo, consistindo em uma Unica aplicagdo

seguida dos testes de memoria, e outro crbnico, onde os animais foram tratados



diariamente por 40 dias. Os ratos tratados cronicamente com o0 propianato de
testosterona apresentaram diminui¢do no tempo de exploracdo do objeto novo (fase de
experimento), quando comparados aos animais controle. Ja os animais tratados com
uma Unica dose do anabolizante ndo apresentaram diferencas significativas em relacdo
ao grupo controle. Os animais tratados no atual experimento, tanto com Deposteron®
quanto Winstrol Depot®, apresentaram diminuicdo nos tempos de exploracdo de ambos
0s objetos, incluindo o objeto novo na fase de experimento. Em ambos os casos, ndo foi
constatada alteracdo na capacidade de retencdo de memdria dos animais submetidos ao

tratamento com anabolizantes.

Outro experimento, publicado por Frye et al. (2008) verificou que o tratamento
de ratos e camundongos com metabdlitos da testosterona, dentre eles a androsterona,
levou a um aumento na performance desses animais no teste de reconhecimento de
objetos, além de reduzir a ansiedade destes. O terceiro grupo experimental deste
trabalho, composto por ratos modificados geneticamente, sem o0s receptores de
estrogénio (BERKO mouses), ndo apresentou os mesmos resultados que os outros,
sendo que esses animais ndo demonstram melhoras no teste de reconhecimento de
objetos e nem diminuicdo de parametros relacionados a ansiedade. Frye et al. (2008)
partiram do pressuposto de que os varios metabdlitos da testosterona tém diferente
afinidade pelos receptores androgénicos, estrogénicos e Gaba-diazepinicos. Com seus
resultados, concluiram que a agdo ansiolitica e a melhora nas capacidades cognitivas

observadas dependem da agdo nos receptores Erf (estrogénicos).

Kalinine et al. (2011), observaram que o tratamento com anabolizantes néo
alterou a capacidade de retencdo de memdria dos animais, prejuizos na memoria foram
observados apenas em animais tratados por um periodo maior, resultantes de uma

exposicao cronica a droga.

7.2.3 Campo Aberto: Atividade Motora Espontanea

Os resultados obtidos neste experimento mostram que ndo houve alteracdes na
atividade locomotora espontanea desses animais, 0 que estd de acordo com alguns

experimentos que também ndo encontram mudangas na locomocao espontaneas dos



animais tratados com EAAs, tanto em ratos (BING et al., 1998) quanto em
camundongos (MARTINEZ-SANCHIS et al., 2002; KALININE et al., 2011).

O experimento de Martinez-Sanchis et al. (2002) foi realizado com
camundongos Swiss machos. Ao tratar os animais com combinagdes de anabolizantes e
cocaina, descobriram que o0s animais tratados apenas com anabolizantes nao
apresentaram alteracGes na atividade motora espontanea, enquanto os tratados com
cocaina tiveram um aumento na atividade locomotora dose-dependente. Quando
tratados com ambas as substancias, observaram que o anabolizante aumenta a

hiperatividade induzida pela cocaina.

Enquanto que o estudo realizado por Kalenine et al. (2011), envolvendo
camundongos em tratamento crénico e subcrénico com decanoato de nandrolona, com o
objetivo que analisar os parametros relacionados a atividade locomotora dos animais,
analisados no teste do Campo Aberto, ndo apresentaram diferengas significativas entre
0s grupos tratados e os grupos controles. No tratamento subcrénico nenhum dos
parametros sofreu alteracdo, enquanto no tratamento cronico os parametros relacionados

a locomocdo ndo se alteraram, apenas alguns relacionados a ansiedade.

Bing et al. (1998) ndo encontraram alteragdes na atividade locomotora dos ratos
machos Wistar, tanto no grupo tratado pela aplicacdo de capsulas subcutaneas de
cristais de testosterona quanto no grupo que receberam aplicacdo de anabolizantes.
Salvador et al. (1999) ndo observaram alteracbes nos parametros relacionados a
atividade locomotora espontanea de animais tratados com decanoato de nandrolona ou

dos tratados com stanozolol (composto ativo do Winstrol Depot®).

N&do foram observadas alteraces relacionadas aos parametros de ansiedade, as
quais, segundo Rocha (2008) e Ambar et al. (2009), estdo relacionadas a maior
permanéncia ou exploracdo dos animais nos quadrantes externos do aparato, uma vez
que a proximidade com a parede demonstra maior seguranga ao animal. Assim, animais
com niveis elevados de ansiedade despenderiam mais tempo nessa parte do aparato, o
gue néo foi observado quando comparados os grupos tratados com EAAS com 0s grupos
controle. Resultados contradizem, neste ponto, com os obtidos por autores que
encontraram padrdes relacionados a ansiedade neste teste (Ambar et al., 2009; Kalinine
etal., 2011).



Ramos (2008) cita em seu trabalho a importancia da realizagdo de outros testes
comportamentais, como a caixa claro-escuro e o labirinto em cruz elevado para avaliar
0s parametros relacionados a ansiedade. No presente experimento, o LCE demonstrou
parametros relacionados a elevacao da ansiedade em alguns grupos tratados com EAAS
enquanto ndo foram observadas alteracdes no teste do Campo Aberto. O estudo feito
por Kalinine et al. (2011) com doses subcronicas e cronicas de EAAS, obteve resultados
relacionados a ansiedade no campo aberto dos animais tratados cronicamente mas nao
no LCE.

7.3 ESTIMATIVA DA DENSIDADE DOS PERFIS DE CORPOS CELULARES DE
NEURONIOS

Resultados semelhantes foram observados por Damido et al. (2012), cujo
experimento revelou alteracfes significativas na quantidade de corpos de neurdnios do
cortex de animais tratados com anabolizantes. Os grupos tratados com o anabolizante
decanoato de nandrolona (Deca-Durabolin®) e com o produto veterindrio Potenay®,
substancias entre as mais utilizadas nas academias do Brasil (dados do CEBRID),
apresentaram uma reducéo significativa no numero de corpos celulares de neurénios do
cortex cerebral, quando comparados aos animais do grupo controle, tratados com
solucdo fisioldgica. Com metodologia semelhante, Silva et al. (2012) ndo encontrou
diferencas na estimativa do nimero de corpos celulares de neurbnios no cortex cerebelar
de animais tratados com anabolizantes quando comparados aos animais tratados com
solucéo fisiologica.

Em seu estudo com culturas de células corticais de ratos, Orlando et al. (2007)
analisaram o efeito da testosterona e de trés de seus derivados sintéticos (nandrolona,
stanozolol e gestrinone) na morte neuronal excitotoxica induzida por NMDA (N-
methyl-D-aspartate). Em um de seus testes, observaram que a testosterona quando
aplicada nas culturas quatro dias antes do pulso de NMDA, aumentava o potencial
neurotdxico somente quando em concentragdes muito elevadas (10 uM), era protetora
na concentracdo de 10 nM e inativa nas condigcdes intermediarias. Na presenca de

inibidores da aromastase, a testosterona se tornou tdxica em baixas concentracdes,



indicando que seu potencial toxico ¢ contrabalanceado por sua aromatizagdo em 17[3-

estradiol.

Ao contrario da testosterona, seus derivados sintéticos ampliaram a toxicidade
do NMDA em baixas concentragdes, sendo ainda insensiveis a acdo dos inibidores da
aromastase. Nenhum dos anabolizantes se mostrou toxico sem a presenca de NMDA.
Assim, os resultados observados mostraram o potencial poder de amplificar a morte
neuronal exotdxica dos EAAS, mecanismo que ocorre através da ativacdo de receptores

de androgénios.

De acordo com Yang et al. (2005), pessoas que abusam de anabolizantes
apresentam concentra¢fes micro molares destas substancias em seus cérebros, o que
torna os resultados apresentados por Orlando et al. (2007) ainda mais preocupantes
frente ao grande abuso dessas drogas na atualidade. Orlando et al. (2007) também citam
que o stanozolol ndo serve de substrato para enzima aromastase, 0 que pode, mesmo
necessitando de futuros estudos, nos ajudar a compreender o efeito do anabolizante
Winstrol Depot® no atual experimento, o qual foi significativo na reducdo da densidade

de corpos de neurdnios na area cortical limbica dos machos.

De acordo com Martini (1982) e Kochakian (1993), o Cipionato de testosterona
tem alta afinidade pelos receptores androgénicos, o que facilita a sua conversao pela
enzima aromastase. A partir disso e com base nos resultados obtidos no atual
experimento, onde o anabolizante Deposteron® foi efetivo na reducdo da densidade de
corpos celulares de neurdnios nas areas corticais observadas nas fémeas do grupo
tratado e também na &rea limbica dos machos tratados, supfe-se que o efeito que
contrabalanceia seu potencial neurotoxico, a conversio em 17B-estradiol, ndo foi

suficiente para proteger os neurénios.

Em relacdo as areas hipocampais estudadas, Zhou et al. (2007) mostrou que
regides hipocampais tém seus neurbnios protegidos pela aromastase, em casos
associados a epilepsia. Novamente, pode-se supor que o possivel efeito toxico
observado na estimativa da densidade dos corpos celulares de neurdnios no tratamento
com Winstrol Depot ® (Stanozolol), efetivo na redugcdo da estimativa nas areas
hipocampais CA2 e CA3 das fémeas tratadas e também na area CA1 dos machos. Para
0 anabolizante Deposteron®, que também se apresentou tdxico nas areas hipocampais

citadas das fémeas e dos machos, mas é um composto propenso a sofrer aromatizacao, o



mecanismo que contrabalanceia a toxicidade observado por Orlando et al. (2007) ndo se

encaixa.

Tucci et al. (2012) analisaram o efeito do tratamento com stanozolol no sistema
monoaminérgico em diversas areas cerebrais de ratos Wistar, entre ela o cortex pré-
frontal e o hipocampo. Apds o tratamento, os niveis de dopamina estavam elevados no
hipocampo e diminuidos no coértex pré-frontal. Os niveis de serotonina e seus
metabdlitos estavam reduzidos em todas as areas analisadas. A conclusdo dos autores é
de que o tratamento com stanozolol podem causar alteragcbes neuroquimicas

possivelmente envolvidas na depressao e no estresse dos animais.

Outros estudos também citam alteracfes causadas pelo uso de EAAS nos
sistemas serotoninérgicos e gabaérgicos (THIBLIN et al., 1999; HALLBERG et al.,
2000; YANG, 2002). O uso cronico de EAA em camundongos se mostrou indutor de
mudangas dependentes de dose, sexo e idade na expressdo génica do receptor GABAA

em areas cerebrais anteriores (CLARK et al., 2006).

Brann&Mahesh (1994) demonstraram haver interagdes sinérgicas entre o
glutamato e os esteroides gonadais, interagdes estas que podem participar da
coordenacdo de diversas funcGes hipotalamicas e limbicas. Diano (1997) contribui para
esta teoria da interacdo glutamato/esteroides ao descobrir receptores glutaminérgicos

(AMPAGgIUR) e receptores de esteroides em areas limbicas e hipotalamicas de ratos.

Os estudos de Lucas e Newhouse (1957) mostraram que o L-Glu também
funcionava como uma neurotoxina, destruindo a retina de camundongos. Descobriu-se
mais tarde que uma alta concentracdo de L-Glu na fenda sinaptica leva a uma super
estimulacdo dos seus receptores, 0 que eleva a concentracdo de Ca2+ no terminal pos-
sinaptico acima do limiar necessario para ativar os mecanismos regulatorios, ativando
0s mecanismos intracelulares de excito toxicidade que podem resultar na morte
neuronal (SATTLER; TYMIANSKI, 2000).

A partir dessas observagdes, sugere-se que a diminuicdo na estimativa da
densidade de corpos celulares de neurbnios observadas no atual experimento pode ser
resultado da administracdo cronica dos EAAS, que resultaram em uma liberacdo
excessiva de L-Glu, atingindo o potencial neurotoxico e levando a morte neuronal nas

areas corticais e hipocampais das fémeas e dos machos tratados.



8 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no atual experimento, tanto em relacdo aos parametros
comportamentais quanto a analise da estimativa da densidade dos perfis de corpos

celulares de neurdnios permitem concluir que:

- 0 tratamento com anabolizantes alterou parametros relacionados a ansiedade
nos animais machos e fémeas, sendo que o anabolizante Deposteron aumentou o tempo
de permanéncia das fémeas nos bragos fechados do LCE, mas néo foi efetivo nos
demais parametros das fémeas ou dos machos, enquanto o anabolizante Winstrol Depot
foi eficiente na reducdo do tempo de permanéncia de ambos, machos e fémeas, nos

bracos abertos do aparato.

- 0 tratamento com anabolizantes deixou os animais apaticos, resultado obtido na
Anélise de memdria e reconhecimento de objetos. Porém, o tratamento ndo alterou a

capacidade de retencdo de memdria de curto prazo dos animais.

- 0 tratamento com o anabolizante Deposteron® reduziu a estimativa da
densidade dos perfis de corpos celulares de neurdnios em todas as areas analisadas para
0s animais fémeas, tanto corticais (Limbica, Motora e Sensitiva) quanto hipocampais
(CA1, CA2 e CA3), enquanto o tratamento com o anabolizante Winstrol Depot®
reduziu a estimativa da densidade dos perfis de corpos celulares ne neurbnios nas

regides hipocampais CA2 e CA3.

- 0 tratamento com o anabolizante Deposteron® reduziu a estimativa da
densidade dos perfis de corpos celulares na regido cortical Limbica e na regido
hipocampal CA1 dos animais machos. O tratamento com o anabolizante Winstrol
Depot® foi significativo na reducdo dos perfis de corpos celulares de neurdnios nas
mesmas regides que o anabolizante Deposteron® (Limbica e CA1) nos animais machos

tratados com este anabolizante.
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