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RESUMO

Desde a primeira sintese, isolamento e caracterizagcdo dos androgenos, particularmente da
testosterona em 1935, diversos homdlogos sintéticos foram desenvolvidos com os objetivos
de prolongar a atividade bioldgica, desenvolver administracdo parenteral e diminuir a
atividade androgénica, classe denominada de esterdides anabdlicos-androgenos (EAA). Desde
1940, os EAA sdo utilizados na clinica para diversos tipos de doencas, destacando-se 0
hipogonadismo masculino e em terapias para promocdo de crescimento. Também sédo
amplamente utilizados para fins estéticos, principalmente para manutencdo e promocao do
ganho de massa magra corpérea. Devido ao grande aumento do consumo destes farmacos,
tanto para fins esportivos como estéticos, ha uma necessidade de investigar efeitos
comportamentais relacionados ao seu uso exacerbado. Milhares de pessoas se auto-
administram EAA em superdoses, 0 que gera um problema de salde publica. Os Resultados
do presente trabalho demonstram que o uso cronico dos EAA aumento do comportamento de
agressivo, e sutil prejuizo da memdria espacial e memdria aversiva de curta duragdo, € na
atividade exploratéria em camundongos machos da linhagem CF1. Os Resultados
metabolicos demonstraram que o tratamento cronico com decanoato de nandrolona (DN) néo
afeta a funcdo hepaética e renal, ndo altera a homeostasia da glicose e nem o peso corporal,
mas diminui os niveis séricos de colesterol total, HDL e triglicerideos. Os resultados
neuroquimicos apontam para uma ruptura da homeostase glutamatérgica, através da alteragéo
da captacdo de glutamato e do imunocontetdo do transportador GLT 1. Em conclusdo, o0 uso
crénico com altas doses de DN causa 0 aumento do comportamento agressivo e diminui¢ao na
memoria aversiva de curta duracdo. O desequilibrio da funcdo glutamatérgica evidenciado
pela diminuicdo da captacdo de glutamato no cdrtex e hipocampo e do transportador GLT-1-
pode ser um dos mecanismos neuroquimicos envolvidos nas alteracbes comportamentais
induzidas pelo tratamento com o DN.

Palavras-chave: Esterdides  Anabdlicos-Androgenos, Sistema  Nervoso  Central,
Agressividade, Memoria, Sistema Glutamatérgico.



ABSTRACT

Since the first synthesis, isolation and characterization of androgens, particularly testosterone
in 1935, several synthetic counterparts were developed with the objective of prolonging the
biological activity, parenteral administration and decrease the androgen activity, called the
class of anabolic-androgenic (AAS). Since 1940, AAS are used in the clinic for several types
of diseases, especially in male hypogonadism and therapies to promote growth. Additionally,
they are widely used for esthetic purposes, mainly for maintenance and promotion of lean
body mass gain. Due to the large increase in consumption of these drugs, both for aesthetic
purposes and sports, the investigation of behavioral effects related to its overuse is imperative.
Thousands of people self-administer AAS in overdoses, a fact that creates a public health
problem. The results of this study demonstrate that chronic administration of AAS cause an
increase in aggressive behavior, and subtle impairment of spatial memory and short-term
aversive memory in male mice strain CF1. The metabolic results showed that chronic
treatment with Nandrolone Decanoate (DN) neither affect hepatic and kidney function, nor
glucose homeostasis and body weight but decreased serum levels of total cholesterol, HDL
and triglycerides. The neurochemical results suggest a disruption of glutamatergic
homeostasis through changes in glutamate uptake and GLT1 immunocontent. In conclusion,
the chronic use at high doses of DN causes increase of aggressive behavior impairs short-term
avoidance memory. The imbalance of glutamatergic function evidenced by the decreased
glutamate uptake in cortex and hippocampus as well as decreased immunocontent of GLT-1
may participate in the mechanisms underlying behavioral changes induced by chronic
treatment with DN.

Keywords: Anabolic-Androgenic Steroids, Central Nervous System, Aggressive Behavior,
Memory, Glutamatergic System.
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1. INTRODUCAO

1.1 Historico dos esterdides anabolizantes andrégenos

Desde a primeira sintese, isolamento e caracterizacdo dos hormdnios andrdgenos,
particularmente da testosterona (T), muitos estudos foram desenvolvidos na tentativa de
explicar os seus efeitos bioldgicos (Shahidi, 2001; Basaria, Wahlstrom & Dobs, 2001;
Kicman, 2000).

A producdo da T ocorre principalmente nas células de Leydig, localizadas nos
testiculos e em menor quantidade nos ovarios e glandulas adrenais (Kopera, 1985; Kochakian,
1993). A T exerce seus efeitos andrdgenos e anabolicos em diversas regides do corpo
incluindo os tecidos reprodutivos como testiculos e ovarios. Além disso, ela também atua em
tecidos ndo reprodutivos como musculo esquelético, tecido 6sseo, rins, figado e sistema
nervoso central (SNC), dentre outros (Snyder, 1984; Shahidi, 2001; Basaria, Wahlstrom &
Dobs 2001; Kicman, 2008). A producdo enddgena da T em um individuo saudavel do género
masculino é de aproximadamente 2,5-11 mg/dia sendo que a concentracdo plasmatica varia
entre 300-1000ng/dl. Aproximadamente 44% da T secretada € transportada na corrente
sanguinea através da globulina ligadora dos horménios sexuais, 2% permanecem na forma
livre e 0s 54% restantes sdo rapidamente distribuidos aos tecidos. A ligacdo a albumina é
extremamente baixa (Pardridge, 1986; Bagatell & Bremner 1996).

A acdo andrégena é responsavel pelo desenvolvimento dos tecidos reprodutivos
masculinos e das caracteristicas sexuais secundarias. No que se refere as acGes anabdlicas, ha
estimulo da fixacdo do nitrogénio e o aumento da sintese protéica (Snyder, 1984; Kicman,
2000; Shahidi, 2001, Basaria, Wahlstrom & Dobs 2001; Evans-Brown & McVeigh, 2008)

Neste contexto, o potencial terapéutico da T foi explorado na clinica, levando ao surgimento
8



de diversos derivados sintéticos chamados de esterdides anabdlicos andrdgenos (EAA). Estes
analogos sintéticos mimetizam a acdo enddgena da testosterona reduzindo os seus efeitos
androgénicos e prolongando a sua meia vida Util. Entretanto, ainda ndo foi possivel a
obtencdo de um EAA desprovido dos efeitos andrdgenos devido a farmacodinamica complexa
que promove a interacdo dos compostos com os receptores andrdgenos (RA) (Snyder, 1984;
Kicman, 2000; Basaria, Wahlstrom & Dobs 2001, Shahidi, 2001). Atualmente, mais de 100
derivados sintéticos de EAA ja foram desenvolvidos na tentativa de retardar a rapida
biotransformacdo da T, aumentar o tempo de vida util, melhorar os efeitos anabdlicos e

diminuir os efeitos andrégenos (Shahidi, 2001).

1.2 Classes dos EAA

Os EAA, assim como 0s andrégenos enddgenos, sdo estruturas de quatro aneis com 19
atomos carbono. Existem trés principais classes de EAA conforme a Figura 1 (Clark &
Henderson, 2003).

A primeira classe € representada por compostos injetaveis, ésteres do grupo 17-p-
hidroxil (propionato e cipionato de testosterona). A esterificacdo protela a degradacdo do
composto e prolonga o tempo de acéo devido a liberacdo sistémica mais lenta (Shahidi, 2001;
Basaria, Wahlstrom & Dobs 2001). Os ésteres de testosterona podem ser hidrolisados a
testosterona livre; reduzidos a 5Sa-diidrotestosterona, um metabolito com maior atividade
biologica, devido a sua maior afinidade pelos RA do que a T, essa pode ser aromatizada a
estrégenos pela acdo da enzima aromatase (Martini, 1982; Kochakian, 1993; Winters, 1990).

A segunda classe refere-se a compostos injetaveis que abrangem os derivados da 19-
nortestosterona. Estes compostos derivam dos ésteres de T através da adi¢cdo de uma cadeia

carbonada longa no C17. Também sofrem a substituicdo de um hidrogénio por uma metila no
9



C19. Nesta classe de EAA esté inserido o decanoato de nandrolona (DN). A desmetilacdo do
C19 aumenta a meia-vida desta classe de compostos e contribui para sua estereficacao.
Mesmo havendo a homologia estrutural que envolve a ligacdo dupla entre C4-C5 no DN
(importante para a ligagdo ao RA), o alongamento da cadeia confere atividade androgénica
reduzida em relacdo a diidrotestosterona pela consequente reducdo da afinidade ao RA. O DN
como outros ésteres de testosterona da 1° classe, pode ser aromatizado a 17 estradiol, embora
isso ndo ocorra de maneira tdo eficiente quanto em relacéo a testosterona (Basaria, Wahlstrom
& Dobs 2001; Ryan, 1959; Winters 1990; Shahidi 2001). Os EAA aromatizaveis, tanto da 1°
classe, quanto da 2° classe, possuem efeitos significativos no SNC ndo somente pela interagdo
farmacoldgica direta com RA, mas também atraves de metabolitos ativos (estrogenos) que se
ligam a receptores estrogénios (RE) cerebrais (Wilson, 1988).

A terceira classe refere-se aos compostos alquilados no C17 incluindo a
metiltestosterona, oximetolona, metandrostenolona e estanozolol. O processo de alquilacao
dificulta a metabolizacdo hepatica, possibilitando a este grupo de EAA ser adiministrado por
via oral. Ndo ha conversao de esterdides 17a- alquilados a diidrotestosterona ou 17p-estradiol,
porém outros metabolitos androgenos e estrégenos ativos podem ser formados (Winters,

1990; Basaria, Wahlstrom & Dobs 2001).

I. Testosterone Esters II. 19-Nor-testosterone AAS
Testosterone Cypionate Nandrolone Decanoate
OCDCHZC[{ﬂ UCD(CIIZ) SCHJ
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II1. 17a-alkyl AAS

17(:—Met]1yltestosterc|))l|11e Stanozolol
. o
~CH, CH 4
AN
| ——
Methandrostenolone Oxymetholone
Ol o
- CH, M3
L 1
o [+ H

Fig. 1 - Estruturas quimicas dos representantes das trés principais classes de EAA: I; derivados de
ésteres de testosterona, 11; derivados da 19-nortestosterona e I11; compostos alquilados no C17. Figura
adaptada de Clark & Henderson, 2003.

1.3 Mecanismos de acdo dos EAA

Na maioria das células-alvo, a T atua através de um metabolito ativo, a
diidrotestosterona (DHT), a qual é convertida localmente por uma enzima Sa-redutase. A T e
a DHT se ligam ao receptor androgénio RA. Outro metabdlito hormonalmente ativo da T é o
estradiol que se liga ao receptor estrogénico RE conforme a Figura 2 (Rang & Dale,
Farmacologia, traducdo da 6° edicdo). Durante o estado inativo, auséncia hormonal, os RA e
RE interagem com proteinas nucleares; chaperonas e cochaperonas (Pratt & Toft 1997,

Buchner, 1999).

11
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(IS:b L Fig. 2 - Diferentes vias metabdlicas da
o . Testosterona (T)
Aromatase
Joc

4
\ E AR - Receptores androgenos (RA)
Vv

DHT — Dihidrotestosterona (DHT)
ER - Receptores estrégenos (RE)

on Figura adaptada de Kicman, 2008

i DHT

Por seu carater lipofilico, a T e os EAA, dentre outros esterdides, atravessam as
membranas biologicas muito facilmente. No ambiente intracelular ha formacdo do complexo
horménio-receptor, através de uma ligacdo especifica, que depende das caracteristicas
quimicas de cada esteroide (Goodman & Gilman, traducdo da 92 edi¢do). Os andrdgenos
ligam-se aos RA citoplasmaticos, e tal ligacdo ¢ acompanhada da interacdo dos complexos
resultantes com sitios nucleares e efeitos gendmicos subseqlentes — transcricdo de genes
(elaboracdo de RNA a partir de DNA e sintese de proteinas) ou repressdo de genes (inibicédo
da transcri¢ao). Estas agdes caracterizam a via denominada “via classica” de acdo dos
esterdides (Rang & Dale, Farmacologia, traducédo da 6° edicéo).

Existe ainda outra via de sinaliza¢do destes horménios denominada “via rapida”, que
pode ocorrer independentemente da ligacdo aos RA e RE. O efeito rapido dos hormdnios
esterdides consiste basicamente na alteracdo da fluidez da membrana plasmatica através de
trés distintos mecanismos de acgdo: efeito que ocorre na membrana plasmatica independente
de ligacdo ao receptor; efeito que ocorre na membrana plasmatica através da ligacdo a
receptores que ndo RA ou RE; efeitos que ocorrem na membrana plasmatica decorrentes da

ligacdo aos RA ou RE. Na via rapida, ha alteracdo nas vias de sinalizacdo envolvendo, por

exemplo, proteinas como adenilato ciclase, proteina cinase ativada por mitdgeno e
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fosfatidilinositol 3-cinase (Falkenstein et al., 2000; Cato, Nestl & Mink, 2002; Kicman,
2008).

1.4 EAA na aplicacéo terapéutica

A aplicacdo clinica dos androgenos (EAA) deve ser analisada conforme a relacdo entre
suas estruturas quimicas e as propriedades bioldgicas, e geralmente é limitada pela
seletividade tecidual, farmacocinética e toxicidade sistémica e central. Estas varidveis tendem
a ser moduladas no processo de producdo de analogos sintéticos, os quais buscam a
diminuicdo dos efeitos masculinizantes (Snyder, 1984; Basaria, Wahlstrom & Dobs, 2001;
Kicman, 2008).

A indicacdo mais clara para terapia androgénica € o hipogonadismo masculino, onde o
tratamento é capaz de restabelecer os niveis normais da testosterona plasmatica, substituindo
algumas das funcgdes testiculares conhecidas, exceto a espermatogénese (Goodman & Gilman
traducdo da 92 edicdo). Originalmente, além do tratamento da disfungdo hipogonadal, os
androgenos foram aplicados na terapia do retardo da puberdade e na promocéo de crescimento
corporal (Basaria, Wahlstrom & Dobs, 2001). Devido aos seu efeitos benéficos no aumento
da ingestdo de alimentos, manutencdo e promocdo do ganho de massa magra corpdrea, 0S
EAA tem sido empregados com sucesso no tratamento de queimaduras, na recuperacdo pos
operatoria, anemias, politraumatismos, osteopatologias (osteoporose) e doencas com perda de
massa muscular (caquexia) (Shahidi, 2001; Basaria, Wahlstrom & Dobs, 2001; Evans, 2004;
Evans-Brown & McVeigh, 2008).

O uso dos EAA no tratamento de anemias, por exemplo, é baseado na observacao de
que os niveis de hemoglobina sdo menores em homens com hipogonadismo do que nos
homens normais (eugonadais). O tratamento com EAA aumentou os niveis de hemoglobina

em homens com hipogonadismo. Os andrdgenos parecem exercer esse efeito devido a
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estimulacdo da secrecdo de eritropoietina pelos rins. Entretanto, a administracdo da T a
homens eugonadais causou somente um pequeno aumento na concentracdo da hemoglobina.
O aumento da hemoglobina é maior quando sdo administrado ésteres de testosterona
injetaveis, quando comparados a forma de administracdo oral. Nesse sentido, alguns estudos
clinicos sugerem que os EAA como, por exemplo, 0 DN aumenta os niveis de hemoglobina
(Malgar & Fisher, 1970; Cunningham et al., 1979; Snyder, 1984; Gaughan et al., 1997;
Basaria, Wahlstrom & Dobs, 2001). Os andrégenos induzem a producdo do inibidor da
esterase C1, cuja deficiéncia € uma das causas para a manifestacdo da angioedema hereditario.
Por outro lado, o Danazol, um anélogo da T, inibe a atividade da esterase C1, e pelo seu fraco
carater androgeno, este farmaco tem sido preferencialmente utilizado para tratamento da
angioedema (Gelfand et al., 1976; Snyder, 1984).

Os androgenos tém sido utilizados como coadjuvantes no tratamento de céancer de
mama, por causarem uma regressdo temporaria de tumores sensiveis a acdo de horménios e
apresentarem efeitos benéficos sobre a composicdo corporal (aumento de massa magra)
(Kennedy, 1974; Basaria, Wahlstrom & Dobs, 2001).

Alguns estudos experimentais e clinicos tém demonstrado efeitos positivos do
tratamento com EAA na recuperacao poés cirurgias (Falangia et al., 1998). Eles foram capazes
de auxiliar na recuperacéo de les@es teciduais e no ganho de massa corporal em individuos em
gue o uso da suplementacdo nutricional sozinha ndo produziu melhorias significativas nestes
parametros (Demling & DeSanti, 1998; Basaria, Wahlstrom & Dobs, 2001).

Na hepatite alcoolica, o tratamento com EAA 17a-alquilados (oximetolona), associado
a suplementacdo nutricional, levou a uma melhora da fungdo hepatica com um conseqiente
aumento da sobrevivéncia dos pacientes. Contudo, a administracdo dos EAA sem a
combinacdo com suplementacdo nutricional ndo causou efeito benéfico, ao contrario,

agravaram a toxicidade hepatica. Neste sentido, mais estudos sdo necessarios para avaliar a
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utilizagdo terapéutica dos EAA nesta patologia (Mendenhall et al., 1984; Snyder, 1984,
Mendenhall et al., 1995; Basaria, Wahlstrom & Dobs, 2001).

Nos pacientes com queimaduras severas, o0 tratamento com EAA diminuiu a
degradacéo protéica, favoreceu o ganho de peso corporal, aumentou a retencdo de nitrogénio e
diminuiu o periodo de recuperacdo (Demling & DeSanti, 1997; Demling & DeSanti, 2001).

Com o aumento da utilizacdo dos esterdides na terapéutica, os estudos
contemporaneos tém buscado avaliar a aplicacdo clinica dos EAA no tratamento de patologias
cronicas como caquexia associada ao Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (Basaria,
Wahlstrom & Dobs, 2001).

Embora a indicacdo do tratamento com EAA para pacientes com doenca cronicas tém
sido frequentemente recomendado, a sua utilidade para atenuar a perda de massa corpérea
associada a enfermidades, assim como a aplicacdo clinica dos EAA deve ser mais
profundamente investigada, bem como as vantagens e desvantagens devem ser consideradas
na escolha adequada do EAA (Snyder, 1984; Basaria, Wahlstrom, & Dobs, 2001; Kicman

2008).

1.5 EAA como doping esportivo

O primeiro relato da utilizacdo de EAA com objetivos ndo terapéuticos ocorreu em
1954, na Austria. Desde entdo estas substancias vém despertando a atencdo de profissionais
da area da salde e pesquisadores devido a sua utilizacdo por atletas profissionais e amadores,
com o objetivo de aumentar a massa muscular, melhorar o desempenho fisico e a estética
corporal (Creutzberg et al., 1999; Cunha et al., 2004; Brooks, Firth & Summer, 1975).

O uso abusivo dos EAA por atletas de elite se difundiu entre 1950 — 1960 nos paises

do leste Europeu, coincidindo com o término da Segunda Guerra Mundial e com o

15



crescimento da industria farmacéutica (Handelsman & Heather, 2008). O uso exacerbado de
EAA no meio desportivo para melhorias no desempenho fisico tornou-se publico em 1970.
Em 1974, o uso destas substancias sintéticas foi banido pelo Comité Internacional de Jogos
Olimpicos (Schéinzer, 1996; Brooks & Reddon, 1996). De acordo com a Agéncia Mundial de
Anti-doping, estas substancias quimicas sdo proibidas devido a trés critérios: por melhorar o
desempenho dos atletas, por representarem um risco a saude e violarem o espirito esportivo
(Handelsman & Heather, 2008). Os androgenos continuam sendo as drogas ergogénicas mais
efetivas e utilizadas pelos atletas, sendo, portanto, as substancias predominantemente
encontradas em testes de anti-doping (Handelsman & Heather, 2008).

Graves problemas de salde e sociais associados ao uso abusivo ndo s@o raros. A
maioria dos usuarios dos EAA apresenta efeitos adversos como acne (40%-54%), atrofia
testicular (40%-51%), ginecomastia (10%-34%), estrias cutaneas (34%) e dor no local da
injecdo (36%) (Bolding, Sherr & Elford, 2002; Evans, 1997; Evans, 2004).

Os estudos demonstram que o beneficio da atividade anabdlica dos EAA em
individuos saudaveis ocorre quando administradas em superdoses (10 a 100 vezes maiores
que as doses terapéuticas). Poucas semanas apos a suspensao do tratamento, a massa e forca
muscular decaem, por isso faz-se necessario a aplicacdo cronica destas substancias pelos
atletas, para manutencdo dos efeitos anabdlicos desejados (Lukas, 1993; Clark, Mitre &
Brinck-Johnsen 1995; Grivetti & Applegate 1997; Sjoqvist, Garle & Rane 2008).

O aumento da massa muscular e da forc¢a, diminuicdo do tempo de recuperacao apds a
sobrecarga de treinamento, aumento de agressividade, diminuicdo do tempo de recuperacédo
das lesBes estdo entre os efeitos desejados pelos atletas que utilizam a superdosagem com
EAA (Hough, 1990; Maravelias et al., 2005).

Passadas algumas décadas, os EAA deixaram de serem consumidos somente pela elite

desportiva e passaram a serem utilizados pela populagéo em geral (Evans-Brown & McVeigh,
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2008). Atualmente, o aumento do comercio destes farmacos (20-30% ao ano) para fins ndo
terapéuticos, tornou-se um problema de saude publica (Evans, 2004). Em resposta ao aumento
do consumo destas substancias, a fabricagdo clandestina e comércio ilegal, em 1991 os EAA
foram classificados como substancias de uso controlado do tipo 3 pelo congresso norte
americano (Shahidi, 2001; Sjoqvist, Garle & Rane 2008). No Brasil estes farmacos tambem
séo substéncias de consumo controladas (Kitman, 2008).

Os trés EAA comumente utilizados de maneira abusiva séo: testosterona, nandrolona e
estazonol (Figura 3), sendo este ultimo, incapaz de ser aromatizado a estrogénio (McGinnis,

2004.

OH OH

0% 0"
Testosterone Nandrolone Stanozolol

Fig. 3 - Estrutura quimica dos EAA comumente utilizados de forma abusiva. Figura adaptada de
McGinnis, 2004.

1.6 Efeitos adversos dos EAA

Muitos relatos na literatura indicam que um namero consideravelmente importante de
atletas aceita os riscos da utilizacdo dos EAA (Hartgens & Kuipers, 2004). Os efeitos
indesejados que decorrem da utilizacdo de tais substancias se relacionam com a dose,
frequéncia de uso, idade e interacdes medicamentosas (Bahrke & Yesalis, 2004; Maravelias,
et al., 2005).

O uso abusivo pode causar dano irreversivel em diversos orgdos entretanto, mesmo em

doses clinicas, os EAA apresentam efeitos adversos como hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e
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doencas cardiovasculares. Os efeitos adversos mais comuns dos EAA sdo decorrentes do
efeito andrdgeno, podendo-se destacar a masculinizagdo em mulheres e criangas e mudancas
comportamentais (agressividade). As alteracfes nos niveis plasmaticos de lipidios podem
estar associadas ao surgimento de problemas no sistema cardiovascular (Shahidi, 2001;
Snyder, 1984; Evans, 2004).

Diversos estudos demonstram que o tratamento clinico com andrégenos apresenta
significantes reducdes da lipoproteina de alta densidade (HDL) e concomitante aumento da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Glazer, 1991; Evans, 2004; Kitman, 2008). No estudo
de Bonetti et al., 2008 realizado em fisiculturistas, a auto-administracdo de combinacfes de
classes de EAA, em doses supra fisioldgicas, acarretou na diminui¢do dos niveis plasmaticos
de glicose, insulina, globulina de ligacdo a horménio sexual, HDL e, concomitantemente,
alteracdes nos niveis de linfécito T (globulos brancos), diminuicdo da contagem de
espermatozdides e diminuicdo de indice de fertilidade. Também sdo relatadas alteracdes no
SNC com importantes implicacdes morfoldgicas e comportamentais (Snyder, 1984; Lukas,

1993; Rockhold, 1993; Sjéqvist, Garle & Rane, 2008).

1.6.1 Efeitos dos EAA no SNC

Os androgenos tém papel critico no comportamento masculino, embora este seja
profundamente influenciado por fatores psiquicos, sociais, somaticos e culturais. Estudos
demonstram que os EAA podem ter atividade deletéria sobre 0 SNC de humanos que pode se
manifestar por alteracbes morfoldgicas, funcionais e comportamentais. O aumento da
agressividade, euforia, depressdo, transtornos de humor, alteracdes na libido, e em casos mais
graves, até alucinacGes (psicose) sdo frequentemente relatados em individuos que utilizam os
EAA (Parrott, Choi & Davies 1994; Cooper et al., 1996; Su et al., 1993; Hartgens & Kuipers,

2004; Uzych, 1992; Hall, Hall & Chapman, 2005). Em humanos, o uso de EAA também esta
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fortemente associado com comportamento agressivo e violento, todavia cabe ressaltar que a
agressividade é uma resposta bioldgica natural, proeminente no género masculino, na busca
da satisfacdo das necessidades basicas como comida e &gua, abrigo e territorio. Nos
mamiferos, a agressividade é geralmente empregada para a defesa do territério e acesso as
fémeas. Ao contrério, a violéncia € uma inapropriada, inadequada ou exagerada expressao de
agressividade (McGinnis et al., 2004).

Os androgenos sdo reconhecidos como moduladores do comportamento agressivo
(Barfield, Busch & Wallen 1972; Svare, 1990). Em modelos experimentais com roedores, 0
comportamento agressivo associado ao uso do EAA é de carater contraditdrio, pois a analise
dos resultados é afetada por diversas variaveis, como a classe, a combinacgdo ou ndo de classes
de EAA, dose, género, tempo de tratamento, idade dos animais e a metodologia empregada
para avaliar o comportamento agressivo (Henderson, 2003; McGinnis, 2004). A maioria dos
estudos sobre os efeitos dos EAA no comportamento agressivo utilizam roedores machos
(Christie & Barfield 1979; Clark & Henderson 2003).

Sabe-se muito pouco sobre os efeitos dos EAA na ansiedade. O primeiro estudo destes
efeitos dos EAA foi realizado por Bitran et al., 1993 o qual demonstrou que altas doses de
propionato de T alteram o comportamento de ratos Long—Evans no aparato de labirinto em
cruz elevado. Neste estudo, os animais foram testados em 6 e 14 dias de tratamento com
propionato de T. Com 6 dias de tratamento, 0s animais aumentaram a exploracdo nos bracos
abertos, isto é, teve um efeito ansiolitico. Porém com 14 dias de tratamento, 0s animais
tratados com o propionato T ndo foram diferentes do grupo controle. Estes resultados indicam
um carater ansiolitico transitério do tratamento com o propionato de T. De uma maneira geral
0s poucos estudos que abordaram EAA e ansiedade apresentam resultados controversos. Mais
especificamente, o tratamento com DN em ratos apresentou tanto efeitos ansioliticos como

ansiogénicos (Bitran et al., 1993; Clark & Henderson, 2003).
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Da mesma forma, a acdo dos EAA em parametros como aprendizado e memoria tem
sido pouco explorados. O estudo de Clark et al., 1995, avaliou a memoria espacial de ratos
machos no labirinto aquatico de Morris (Water Maze). Neste, os animais tratados com
combinagdes de EAA ndo demonstraram diferencas significativas quando comparados com o
grupo controle. Em contrapartida, o estudo de Magnusson et al., 2009 demonstrou que o
tratamento de 14 dias com DN (15mg/kg) em ratos machos Sprague—Dawley causou prejuizo
na memoria espacial no labirinto aquatico de Morris. Por outro lado, Smith et al., 1996 testou
os efeitos do tratamento cronico (30 dias) com os EAA sobre a memoria espacial no aparato
labirinto radial em ratos machos e ndo encontrou diferencas entre 0s grupos tratados e
controle. Assim, torna-se evidente a necessidade de considerar que combinagdes ou uso
individual de EAA, dose, tempo de tratamento e metodologia sdo variaveis que limitam
conclusdes mais seguras (Clark & Henderson, 2003). Os relatos a respeito dos efeitos dos
EAA sobre a locomocéao espontanea no campo aberto ou cdmara de atividade, tanto com ratos
como em camundongos machos, demonstram que este pardmetro comportamental ndo é
afetado pelo tratamento (Bing et al., 1998; Bitran et al., 1993; Bronson, 1996; Clark e Fast,
1996; Clark e Harrold, 1997; Clark, Harrold e Fast, 1997; Martinez-Sanchis et al., 1996;
Martinez-Sanchis et al., 2002; Minkin, Meyer & Van Haaren, 1993).

Algumas evidéncias recentes indicam que os EAA podem alterar aspectos
morfologicos e neuroquimicos de sinapses glutamatérgicas no hipotalamo, hipocampo e
cortex cerebral e, com isso, ter implicacbes comportamentais importantes (Le Greves et al.,
1997; Rossbach et al., 2007). O sistema glutamatérgico é o principal mecanismo de
neurotransmissdo excitatorio do sistema nervoso central de mamiferos. Ele esta envolvido em
processos de memaria e aprendizado, proliferacdo e sobrevivéncia celular. Uma vez liberado
na fenda sinaptica, o glutamato se liga a seus receptores do tipo ionotropicos (NMDA, AMPA

e kainato) e/ou metabotropicos (acoplados a proteinas G). A remocédo do glutamato da fenda
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sinaptica é feita por transportadores especificos, principalmente astrocitérios, que protegem os
neurdnios da excitoxicidade decorrente dos altos niveis de glutamato na fenda sinaptica
(Danbolt, 2001). A hiperestimulagdo glutamatérgica causa aumento do Ca" intracelular,
causando dano neuronal e reatividade glial. Dos 5 transportadores de glutamato em mamiferos
clonados, GLAST e GLT-1 (predominantemente localizados em astrdcitos) sdo os principais
responsaveis pela manutencdo do ténus glutamatérgico fisioldégico (evitando o tdnus

neurotoxico) (Anderson & Swanson, 2000).

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivos Gerais
Investigar efeitos comportamentais, neuroquimicos e metabolicos do tratamento com
decanoato de nandrolona (DN) em camundongos machos. Para tanto utilizaremos uma dose

suprafisioldgicas diaria em protocolos de tratamento subcrdnico e crénico.

1.8.2 Objetivos Especificos

- Investigar o efeito do DN na memoria espacial; memoria aversiva; ansiedade;
locomocdo/exploracdo espontanea; e agressividade;

- Avaliar a influéncia do tratamento com DN na captacdo de glutamato; no
imunoconteddo de GLT-1 e na viabilidade mitocondrial em preparacdes de coOrtex e
hipocampo;

- Avaliar a influéncia do DN no peso corporal e peso dos testiculos dos animais.

- Analisar o perfil funcional e metabdlico sistémico pelo teste de tolerancia a glicose,
dosagens séricas de albumina, creatinina, ALT/TGP, AST/TGO, uréia, colesterol total,

colesterol HDL, colesterol LDL, triglicerideos.
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2. METODOLOGIA

2.1 Animais e Tratamento

Neste estudo foram utilizados 150 camundongos albinos da linhagem CF1 com 70 a
80 dias de idade e peso entre 40 e 50g, obtidos da FEPPS, Porto Alegre/Brasil. Os animais
foram ambientados uma semana antes do inicio do tratamento. Eles foram mantidos em
gaiolas (30x20x10cm), com ciclo claro — escuro de 12 horas e com acesso livre a agua e dieta
padrdo do biotério da instituicdo. Os animais foram divididos em dois grupos: a) (DN)
animais tratados com DN Organon® (n=75) na concentracdo de 15 mg/Kg; b) (CO) animais
controles, tratados com veiculo oleoso (n=75). Os grupos CO e DN receberam injecoes
subcutaneas (s.c) diarias na regido dorsal por um periodo de 20 dias consecutivos de
tratamento (crénico) ou 3 dias consecutivos de tratamento (subcronico).

Os testes comportamentais iniciaram no 3° dia para o grupo de tratamento subcrénico
e 14°dia de tratamento para o grupo cronico. Durante a realizacdo dos testes comportamentais
os animais foram mantidos em tratamento com DN. As tarefas de campo aberto,
agressividade, esquiva inibitéria passiva e labirinto em cruz elevado foram realizadas de
acordo com o protocolo de Kazlauckas et al., 2005, e o labirinto aquatico de Morris acordo
com o protocolo de Miller et al., 2010.

Apos os testes comportamentais, os animais foram sacrificados por decapitacdo. O
sangue foi coletado para realizacdo de ensaios bioquimicos, o cdrtex e hipocampo dissecados
para 0S ensaios neuroquimicos e os testiculos foram removidos e pesados para posterior

anélise.

2.2 Parametros Comportamentais
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2.2.1 Avaliacdo da atividade locomotora e exploratéria - Campo Aberto.

O aparelho de campo aberto ¢ uma arena de formato quadrado com as paredes
confeccionadas em madeira MDF pintada em cor preta (50 x 50 x 50 cm), dividida em dois
campos (central e periférico). Os pardmetros comportamentais observados neste teste sdo:
distancia percorrida (no centro e na periferia), o tempo de permanéncia em cada quadrante e 0
namero de cruzamentos. O comportamento foi registrado utilizando uma camera de video e a
posterior andlise dos dados foi efetuada com auxilio do programa ANY-MAZE®. Entre a
tarefa com cada animal o aparato foi limpo com é&lcool 70%. A iluminacdo no centro do
Campo Aberto utilizada foi de 7 lux. Os animais foram filmados por 10 minutos de acordo
com protocolo de Kazlauckas et al., 2005.

Para o tratamento subcrénico os animais foram testados com 3 dias de tratamento e para
analise do tratamento crénico os animais foram testados com 15 dias de tratamento.

As variaveis avaliadas nesta tarefa foram: a locomocdo e exploracdo espontanea através
da observacgédo das variaveis como: a distancia total percorrida no aparato (m), distancia total
percorrida no centro do aparato (m), velocidade média (m/s), nimero de entradas no centro do
aparato, nimero de cruzamentos entre a periferia 0 centro do aparato e o tempo de

permanéncia no centro do aparelho (seg) em 10 minutos de observacéo.

2.2.2 Avaliacdo do comportamento agressivo - Teste do Intruso.

Pelo periodo de 2 dias que antecediam o teste, todos os animais, CO e DN,
permaneceram no ambiente de confinamento sem troca de maravalha, com a finalidade de
demarcacao territorial através do odores impregnados na caixa. No dia do teste, a avaliacdo do
comportamento agressivo foi realizada imediatamente ap6s o animal permanecer sozinho em
sua caixa por 2 minutos. Transcorrido este tempo, um macho intruso (oponente) foi colocado

dentro da caixa com 0 macho residente; tanto o roedor intruso quanto o residente foram
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testados somente uma vez na tarefa. Os comportamentos dos machos residentes e intrusos
foram registrados em arquivos de video por 10 minutos. Os comportamentos como postura
dominante, postura subordinada, postura neutra, laténcia do primeiro ataque e a quantidade de
ataques do animal residente foi analisada de conforme Kazlauckas et al., 2005.

Neste teste de Intruso, foi realizada uma avaliacdo cronolédgica do efeito do DN sobre
a agressividade durante 3°, 8°, 10°, 16°, 18° dias, assim como 2 dias apds a suspensdo do
tratamento cronico (20 dias). Ap6s 20 dias de tratamento foram determinados os indices de
agressividade. Para a analise de variaveis como laténcia do primeiro ataque e nimero de
ataques, os dias de andlise do grupo CO foram pareados com os do grupo DN.

O Indice da Agressividade consiste de observacbes como postura dominante, postura
neutra e postura subordinada. Estas classificacfes posturais seguiram 0s seguintes critérios:
dominante, quando o animal residente inferia o primeiro ataque no animal intruso; neutro,
quando o animal residente ndo atacava o animal intruso; e subordinado quando o animal
residente era atacado pelo animal intruso. Quando a iniciativa de ataque partia do animal
intruso sobre os animais residentes CO ou DN, estes foram excluidos da analise das seguintes
variaveis: laténcia do primeiro ataque e nimero de ataques. Entretanto os animais residentes
CO e DN previamente atacados foram incluidos nos dados demonstrativos do indice de
Agressividade (animal com postura submissa).

Para fins de célculo, a determinacdo do indice de agressividade dos animais (1A)
utiliza a seguinte equacdo: IA = (Na — Ns)/n Onde: IA — indice de agressividade, Na —
namero de agressores, Ns — nimero de submissos, Nn — nimero de neutros, n — tamanho da

amostra investigada.

2.2.3 Teste de memoria aversiva de curta e longa duragdo - Esquiva Inibitdria Passiva.
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A tarefa da Esquiva Inibitéria Passiva envolve o aprendizado de uma tarefa aversiva,
que consistiu em uma sessdo de treino, na qual o animal recebeu um choque de baixa
intensidade (0.4 mA, 0.7 segundos de duracéo) ao descer da plataforma com as quatro patas.
Na sessdo de teste, 90 minutos e 24 horas ap6s o treino, o animal foi exposto novamente
aquele ambiente, testando-se entdo a sua memdria. Para avaliar a retencdo da memoria, foi
medido o tempo de laténcia para descer da plataforma. Tratando-se de um aprendizado
adquirido em uma Unica tentativa, 0 método se torna ideal para o estudo de processos de
memoria e aprendizado associados ao hipocampo. Entre a sessdo de treino e a sessdo de teste,
o0 aparato foi limpo com alcool 70%. O protocolo foi realizado de acordo com Kazlauckas et

al., 2005.

2.2.4. Teste de memoria espacial - Labirinto Aquatico de Morris.

Consiste em uma piscina circular de cor preta (110 cm de diametro e 100 cm de
altura), preenchida com 50 cm de agua. A cada 90° da piscina foram inseridas pistas
geométricas para possibilitar a orientacdo espacial do animal (totalizando 4 pistas). Esta
piscina foi dividida por duas linhas virtuais utilizando o programa ANY-MAZE® formando 4
quadrantes. O experimentador permaneceu na mesma posicdo durante toda a sessédo de treino,
a aproximadamente 100 cm da borda da piscina. Uma camera de video foi instalada sobre o
centro do tanque e os animais foram filmados durante a execucdo da tarefa para posterior
andlise dos resultados no programa ANY-MAZE®. Tanto nos treinos como no dia do teste a
temperatura da agua foi controlada permanecendo entre 23°+ 1°C, a temperatura da sala
também permanecia constante em 23°+ 1°C e a iluminacdo da sala utilizada foi de 7 lux. O

protocolo foi adaptado de Miller et al., 2010.

2.2.4.1 Fase de aquisi¢ao (treino)
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Os camundongos receberam 5 sessdes consecutivas de treino e foram submetidos a 4
tentativas por treino, com o objetivo de encontrar a plataforma submersa a 1,5 cm do nivel da
agua em um determinado quadrante. O intervalo entre as tentativas foi de 10 a 15 minutos. A
plataforma permaneceu no mesmo lugar durante toda a fase de aquisicdo (treino). Todos os
animais, de todos os grupos, devem ser capazes de nadar durante os treinos, caso contrario,
foram descartados do experimento. Em cada treino, o animal foi colocado na dgua com o
focinho virado para a borda do tanque, alternando cada uma das quatro posicdes de largada
(Norte, Sul, Leste e Oeste), de forma que o mesmo camundongo nédo partisse duas vezes da
mesma posicdo no mesmo dia, e tal sequéncia ndo foi repetida nos dias subseqlientes. Apos
ser colocado na agua, foi permitido a cada camundongo nadar livremente na piscina para
procurar a plataforma, durante 60 segundos. Uma vez localizada a plataforma, foi permitido
aos animais permanecerem sobre ela por 20 segundos. Se o animal ndo encontrasse a
plataforma nos 60 segundos previamente determinados, ele seria guiado gentilmente pelo
experimentador, e permaneceria sobre a plataforma por 20 segundos. Depois de cada treino,
cada roedor foi removido da plataforma, seguindo-se o processo de secagem com toalhas e a

devolucéo a sua caixa de origem (Mdller et al., 2010).

2.2.4.2 Fase de evocacao (teste)

Um dia ap6s o ultimo treino (6° dia), a plataforma foi removida, e cada roedor foi
submetido a um teste de 60 segundos. O animal foi colocado na 4gua, nas mesmas condicdes
do teste, entretanto a plataforma se faz ausente, garantindo que o animal permaneca por 60
segundos procurando a mesma. O tempo gasto no quadrante da plataforma, distancia
percorrida, nimero de entradas na regido da plataforma, a laténcia para o animal entrar na

area de localizagdo original da plataforma e o tempo gasto, distancia percorrida no quadrante
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oposto ao da plataforma foram mensurados para avaliar a retengdo de memoria espacial

(Mdller et al., 2010).

2.2.5 Teste de ansiedade - Labirinto em Cruz Elevado

Os camundongos foram submetidos a tarefa do labirinto em cruz elevado, realizada em
um aparato que foi totalmente construido de madeira. Com formato de “cruz”, a 40 cm de
altura do chéo, constituido de dois bracos abertos que medem 35 cm de comprimento e 5 cm
de largura, entrepostos por um centro de 5x5 cm, por onde cruzam os dois bracos fechados, do
mesmo comprimento e largura dos bragos abertos, porém cercados por paredes de 15 cm de
altura. O teste foi conduzido sob luz vermelha (85 lux), em ambiente de penumbra. Os
animais foram colocados no centro do aparato com a face voltada para um dos bracgos abertos
da plataforma e foram observados individualmente durante 5 minutos. Os videos foram
gravados com auxilio de uma camera e analisados pelo programa ANY -maze®. Registrou-se
0 tempo total em que 0s animais permaneceram nos bracos abertos, o nimero de transi¢oes
entre 0s bracos abertos e fechados, e o nimero de transi¢ces entre os bracos abertos em
relacdo a transicdes totais (%). Apds cada analise o aparato foi higienizado com alcool 70% e

secado em seguida. O protocolo foi realizado de acordo com Kazlauckas et al., 2005.

2.3 Parametros Neuroquimicos

2.3.1 Captacdo de glutamato em fatias de hipocampo e cortex cerebral

Os animais foram decapitados 12 horas apds a Gltima administracdo do veiculo ou DN,
e os cérebros foram imediatamente removidos em solucdo salina balanceada de Hanks
(HBSS) contendo (em mM): 137 NaCl, 0.63 Na,HPO,, 4.17 NaHCOs;, 5.36 KCI, 0.44

KH,PO,, 1.26 CaCl,, 0.41 MgSQ,, 0.49 MgCl, e 5.55 de glicose, pH 7.2. O hipocampo e o
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cortex foram dissecados em HBSS, foram obtidas fatias coronais de 400 pum utilizando um
fatiador de tecidos de Mcllwain. As fatias hipocampais e corticais foram separadas e
transferidas para placas cultura com 24 pogos contendo 500 pL de solugdo HBSS em cada
poco e foram pré-incubadas por 15 minutos. A incubagdo ocorreu em 280 uL de solugdo
HBSS seguindo pela adi¢io de 20 pL de 0.33 e 0.165 uCi mL * L-[*H] glutamato
(PerkinElmer®) por fatia de hipocampo e cortex, respectivamente, cuja concentracao final de
glutamato por poco foi de 100 uM. Este procedimento foi realizado a 37°C com o tempo de
incubacdo de 7 e 5 minutos para cOrtex e hipocampo respectivamente. A captacdo
independente de sodio foi determinada utilizando N-metil-D-glucamina ao invés de cloreto de
sodio. Esta captacdo inespecifica foi subtraida do total para obter a captacdo sodio
dependente. Este procedimento foi realizado a aproximadamente 4°C. A captacdo foi
interrompida apos 7 e 5 minutos (cértex e hipocampo) por duas lavagens de 1.0 mL com
HBSS gelado. Posteriormente, adicionou-se 200 uL e 300 uL. de NaOH (0.5 N) em cada uma
das fatias hipocampais e corticais, respectivamente. Aliquotas foram tomadas para a
determinacdo do contetdo intracelular de L-[*H] glutamato por contagem de cintilacdo. A
determinacdo de proteina foi determinada pelo método de Peterson (1977). O protocolo foi

realizado de acordo com Thomazi et al., 2004.

2.3.2 Determinacéo do imunocontedo de GLT1 por Western blot

O hipocampo foi rapidamente dissecado sobre o gelo e congelado a -70 °C. O
processamento das amostras de hipocampo para obtencdo do homogeneizados foi efetuado em
tampao (NaF 50mM, Tris 20mM, sacarose 0.32mM, ortovanadato 1mM, EDTA mM, EGTA
1mM, fenilmetilsulfonil fluoride 1mM). Estes homogeneizados foram centrifugados e o
sobrenadante foi coletado. O total de proteinas foi determinado pelo método Peterson (1977).

Para analise por Western blot, 30 g de proteinas foram separadas por eletroforese em 8% de
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gel de poliacrilamida e electrotransferida em membrana de PVDF. Os sitios de ligagdes ndo
especificos foram bloqueados em Tween-Tris salina tamponada (100 mM Tris-HCI, pH 7,5,
contendo NaCl 0,9% e 0,1% Tween-20), contendo 5% de albumina durante 2 horas. As
membranas foram incubadas por uma noite a 4°C com anticorpo priméario Anti-GLT1
(GLT1/EAAT2, Alpha Diagsnostic Intl®), as membranas foram lavadas e incubadas com o
anticorpo secundario (GE Healthcare Life Sciences® - Anti-rabbit 1gG) conjugado com
peroxidase por 2 horas a temperatura ambiente ou 24 horas a 4°C.

A analise foi feita em um sistema de quimiluminescéncia (Amersham, Sdo Paulo,
Brasil). Os filmes (Kodak® T-Mat G/RA) foram digitalizados e a analise densitométrica foi
realizada usando um programa de dominio publico NIH desenvolvido em “U.S. National

Institutes of Health” e disponivel na internet no enderego http://rsb.info.nih.gov/nih-image/.

Como um controle adicional da carga protéica, as membranas foram coradas com Ponceau S.
Os resultados foram apresentados como imunocontetido da razdo proteinas analisadas pela
proteina B-actina, que foi utilizada como controle de carga, utilizando anticorpo monoclonal
primario Anti-p-Actina (Sigma, Aldrich®) e o anticorpo secundario (GE Healthcare Life

Sciences® - Anti-mouse 1gG). O protocolo foi realizado de acordo com Miiller et al., 2010.

2.3.3 Teste de viabilidade celular — MTT

Para investigar a viabilidade celular foram realizados ensaios de MTT (brometo de 3-
(4,5)-dimetiltialzolil)-2, 5 difeniltetrazolio-tetrazol em fatias de hipocampo e cértex. Os
animais foram decapitados 12 horas ap6s a Ultima administracdo do veiculo ou DN, e o0s
cérebros foram imediatamente removidos em solucdo salina balanceada de Hanks (HBSS)
contendo (em mM): 137 NaCl, 0.63 Na;HPQO,4, 4.17 NaHCO3, 5.36 KCI, 0.44 KH2PO4, 1.26
CaCl,, 0.41 MgS04, 0.49 MgCl, e 5.55 de glicose, pH 7.2. Do hipocampo e cortex dissecados

em HBSS, foram obtidas fatias coronais de 400 pum utilizando um fatiador de tecidos de
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Mcllwain. Fatias hipocampais e corticais foram separadas e transferidas para placas de cultura
com 24 pogos contendo 500 pL de solu¢ao HBSS em cada pogo e foram pré-incubadas por 15
min. A incubagdo ocorreu em 280 puL de solu¢do HBSS seguido pela adigdo de 20 uL do
reagente de MTT, numa concentracdo final de 0,5 mg/ml por fatia, durante 30 min. Cada
grupo possuia fatias branco que foram incubadas em 250 pL de solugdo HBSS e 30 uL de
TCA 10% (adicionado 10 minutos antes do MTT) e reagente de MTT na mesma
concentracdo. Este procedimento foi realizado a 37°C e a meia luz.

Apds a incubacdo o meio com MTT foi descartado, e a fatia adicionou-se 300 pL de
DMSO, com a finalidade de realizar a extracéo do produto formazan, formado pela quebra do
substrato por enzimas mitocondriais de celulas viaveis. Apds 15 minutos sob agitacdo com
DMSO, sempre protegido da luz, o0 meio corado em tom roxo foi retirado com pasteur de
vidro, reservando-se uma aliquota de 200 pL que foi lida em espectrofotdmetro em 560 e 650
nm em placa com 96 pocos (Oliveira et al., 2002). Posteriormente, seguiu-se a dosagem de

proteinas, que foi realizada pelo método de Peterson (1977).

2.4 Parametros Metabdlicos

2.4.1 Coleta de sangue e obtencdo do soro sanguineo

A coleta de sangue foi realizada conforme o protocolo de Kazlauckas et al., 2011. A
obtencdo de soro sanguineo foi realizada entre 10:00 am e 12:00 pm. Apoés a coleta, o sangue
foi centrifugado a 5000 x g por 10 minutos para obtencdo de soro. O soro foi congelado a -

80°C para posteriores analises bioguimicas.

2.4.2 Medida do Peso Corporal e dos Testiculos
O monitoramento do peso corporal dos animais foi realizado através da uma balanca

de precisdo da marca Bioprecisa® modelo BS3000A (com precisao 3000g/0.1g), na qual os
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animais eram pesados no 1°, no 10° e 20° dias de tratamento cronico. E no 1°, 2° e 3° dias no
tratamento subcrénico. O monitoramento do peso foi realizado entre as 12:00 pm e 2:00 pm.
A retirada e posterior pesagem dos testiculos foram efetuadas apds a eutandsia dos
animais utilizando balanga de precisdio KERN®, modelo EG 220- 3NM. Esse procedimento
foi realizado ao término do tratamento conico de 20 dias. Para analise dos dados foi utilizada
uma razao entre o peso dos testiculos e 0 peso corporal dos animais, 0s dados entre 0s animais
do grupo CO e do grupo DN sdo expressos em percentual. A retirada e a pesagem dos

testiculos foram realizadas conforme Heindel et al., 1989.

2.4.3 Teste de tolerancia a glicose (TTG)

A sensibilidade periférica a insulina e o metabolismo da glicose foram avaliados
através do TTG ap0s 17 dias de tratamento. Uma injecdo intraperitoneal (i.p) de glicose
(2mg/g de peso corporal) foi feita apds o jejum de 12 horas. O sangue foi coletado por uma
pequena incisdo na ponta da cauda nos seguintes tempos: 0 minutos (jejum) e nos tempos: 30,
60, 120 minutos apoés a injecdo i.p de glicose. Os niveis de glicose foram mensurados atraves
do glicosimetro (Accu Chek Active, Roche Diagnostics®, USA). O procedimento foi

realizado entre 12:00 pm e 14:30 pm, conforme Muller et al., 2010.

2.4.4 Dosagens sericas

As dosagens foram realizadas no soro dos animais CO e DN para verificacdo dos
niveis de ALT/TGP, AST/TGO, albumina, creatinina, uréia, colesterol total, colesterol HDL,
colesterol de LDL e triglicerideos. Os procedimentos foram feitos de acordo com o fabricante,
KATAL®, MG, Brasil.
2.4.4.1 Albumina

Método colorimétrico para a determinacao da Albumina.
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O método consiste na complexacdo da albumina com o corante verde de bromocresol
em pH &cido que gera uma modificacdo na absorcéo espectral deste corante. A absor¢do do
complexo ocorre na faixa de 630 nm e é proporcional a concentracdo o de albumina na

amostra.

2.4.4.2 ALT/TGP e AST/TGO
Foi utilizado um método cinético UV para a determinacdo destas enzimas.
No presente método, a ALT catalisa a transferéncia do grupo a-amino da alanina para
o a-cetoglutarato com formacédo de glutamato e piruvato. Este, sob a acdo da desidrogenase
lactica (LDH), e convertido em lactato. Simultaneamente, 0 NADH presente ¢ oxidado a
NAD+. A velocidade de diminuicdo da concentracdo de NADH no meio pode ser seguida
espectrofotometricamente em 340 nm, sendo proporcional a concentracdo de ALT na amostra.
A AST catalisa a transferéncia do grupo a-amino do aspartato para o a-cetoglutarato
com formacdo de glutamato e oxalacetato. Este, sob a acdo da malato desidrogenase €
convertido a malato. Simultaneamente, 0 NADH presente é oxidado a NAD+. A velocidade
de diminuicdo da concentracdo de NADH no meio pode ser seguida espectrofotometricamente

em 340 nm, sendo proporcional a concentracdo de AST na amostra.

2.4.4.3 Creatinina e Uréia

A creatinina e outros cromogénios do soro reagem com 0 acido picrico em meio
alcalino formando complexos corados com um maximo de absorcdo em 510 nm. Apds a
obtencdo da absorbancia, adiciona-se ao soro um acidificante que desfaz o complexo
creatinina-picrato, deixando intactos os complexos cromogénios-picrato, cuja absorbancia é

entdo medida. A diferenca entre as duas leituras fornece o valor da creatinina.
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Numa variacdo especialmente util em sistemas de automagdo, mede-se a velocidade de
formacdo do picrato alcalino, constituindo-se, portanto em método cinético, sem a
necessidade de acidificacdo e de obtencdo de duas leituras espectrofotométricas. As leituras
séo obtidas nos minutos iniciais da reagdo, quando ainda ndo houve formagdo dos complexos
cromogénios-picrato.

A uréia da amostra € hidrolisada pela enzima urease com producao de gas carbdnico e
fons amdnio. Estes sdo captados por uma segunda enzima, a glutamato desidrogenase, que em
presenca de NADH e de a-cetoglutarato produz NAD+ e glutamato. A velocidade de
desaparecimento do NADH no meio pode ser seguida espectrofotométricamente em 340 nm,
sendo proporcional a concentracéo de uréia na amostra.
2.4.4.4 Colesterol Total e Fracoes
Colesterol Total

Método enzimatico colorimétrico para a determinacdo do colesterol total. No presente
método, os ésteres de colesterol da amostra sdo hidrolisados pela colesterol esterase
produzindo colesterol livre. Este, em presenca do colesterol oxidase e de oxigénio, produz
perdxido de hidrogénio que pela acdo da peroxidase em presenca de fenol e 4-aminoantipirina
produz um composto réseo-avermelhado (quinoneimina) com maximo de absorcdo em 500
nm.

Colesterol HDL

O ensaio enzimatico consiste em 2 reacdes distintas:

1. A eliminacdo de quilomicrons, Colesterol-VLDL e Colesterol-HDL pela colesterol
esterase e pela colesterol oxidase e subsegiientemente pela catalase.

2. A medicdo especifica do Colesterol HDL ap6s a liberacdo do Colesterol HDL por
detergentes no Reagente 2. A intensidade do corante quinoneimina produzido é diretamente

proporcional a concentracdo de colesterol quando medida a 600 nm.
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Colesterol LDL

Para a dosagem do colesterol LDL, o presente estudo utilizou a equacdo do artigo de
Friedewald et al, 1972. Emprega-se a férmula: Colesterol LDL = Colesterol Total -
Colesterol HDL - TG/5. Essa formula sé pode ser utilizados quando os valores TG € igual ou
menor 400 mg/dl.
2.4.4.5 Triglicerideos
Método enzimatico colorimétrico para a determinacdo dos Triglicerideos.

Os triglicerideos do soro sdo hidrolisados pela lipase lipoprotéica produzindo glicerol
livre. Este é fosforilado pela enzima glicerol cinase, cujo produto sofre a acdo da glicerol-P-
oxidase a qual, em presenca de oxigénio, produz peroxido de hidrogénio. Este, sob a acdo da
peroxidase e em presenca de um reagente fenolico (p-clorofenol) e 4-aminoantipirina, produz

um composto roseo-avermelhado (quinoneimina), com maximo de absor¢do em 500 nm.

2.5 Analises estatisticas

Para tratamento estatistico dos resultados, foram utilizadas as técnicas de estatistica
descritiva: meédia, desvio-padrdo, erro padrdo e percentagem, além de ferramentas de
estatistica analitica: Analise de Variancia e Teste T de Student, Correlacdo de Pearson, Teste
de Mann-Whitney e Teste de Wilcoxon.

Para Teste de Comportamento de Agressividade (Teste do Intruso), as variaveis
laténcia do primeiro ataque e ndmero de ataques do residente, a andlise estatistica dos
resultados procedeu-se com as técnicas de estatistica descritiva: média, desvio-padrédo, erro
padrdo e percentagem, e adicionalmente, ferramentas de estatistica analitica: Analise de

Variancia (ANOVA ndo paramétrica; teste de Kruskal-Wallis seguido da analise do teste de
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Dunn’s) e Teste T de Student para amostras independentes nas variaveis: nimero de ataques e
laténcia do primeiro ataque, no teste de agressividade (Teste do Intruso).

Para o teste de campo aberto e o teste de avaliagdo da memdria espacial (Labirinto
Aquético de Morris) foi utilizado o Teste T de Student. Para anélise do teste de ansiedade no
labirinto em cruz elevado foi utilizado o teste Mann-Whitney. Para andlise estatistica dos
parametros metabdlicos, andlise do peso corporal, teste de tolerancia a glicose (TTG) e da
razdo corporal com o peso dos testiculos, foi utilizado o Teste T de Student para amostras
independentes.

Para analise neuroquimica: captacdo de glutamato, imunocontetdo de GLT1 por
Wester Blot, viabilidade mitocondrial MTT foi utilizado método estatistico teste T de Student.

A correlacdo de Pearson e critério de associacdo de Pearson foram utilizados para
analisar o indice de Agressividade; Teste de Wilcoxon (amostras dependentes) e Teste de
Mann-Whitney (amostras independentes) para analisar diferencas na tarefa de memoria
aversiva. Para todas as analises estatisticas foi atribuida diferenca estatistica com um nivel de
significancia quando p <0,05. Nivel de significancia adotado no presente estudo 0=0,05. Os
programas empregados na andlise foram: SPSS 15 for Windows ®, Excel 2007 Microsoft

Office® e GraphPad Prism 5® .

3. RESULTADOS

3.1 Parametros Comportamentais

Os animais que receberam o tratamento subcrénico e cronico com DN foram
submetidos as tarefas comportamentais descritas previamente, e a analise dos resultados
obtidos seguiu de forma independente nestes dois grupos. Durante os testes comportamentais

de labirinto aquatico de Morris, esquiva inibitdria passiva, 0s animais continuavam recebendo
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0 DN e o veiculo. A administragdo era feita apds a sessdo do teste comportamental para a

manutencgdo dos niveis sistémicos do DN.

3.1.1 Locomocao espontanea e exploragdo no campo aberto - tratamento subcrénico
Os resultados demonstram que o tratamento subcrdnico ndo altera a atividade
locomotora e exploratdria dos animais, uma vez que ndo houve diferencas significantes entre

0s animais do grupo DN (n=18) e os animais do grupo CO (n=18) (Figura 4).
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Fig. 4 - Gréficos obtidos da analise no aparato campo aberto, tratamento subcrdnico. Distancia total
percorrida no aparato (A), distdncia percorrida no centro do aparato (B), velocidade média (m/seg) (C),
numeros de entradas no centro do aparato (D), nimero de cruzamentos entre a periferia e o centro do aparato
(E) e tempo de permanéncia no centro do aparato (F). Os resultados estdo expressos como média e erro
padrdo, n= 18 por grupo.

3.1.2 Locomocao espontanea e exploracdo no campo aberto - tratamento crénico

Os resultados do tratamento cronico ndao revelaram diferencas significativas entre os
animais do grupo DN (n=24) comparados com o grupo CO (n=24) nas variaveis: distancia
total percorrida no aparato, velocidade media (m/s), tempo de permanéncia no centro do

aparato (segundos) (Figura b).
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Fig. 5 - Graficos obtidos da analise no aparato campo aberto, tratamento crénico. Distancia total percorrida
(m) (A), velocidade média (B) e tempo de permanéncia no centro do aparato (C). Os resultados estdo
expressos como média e erro padrdo, n= 24 por grupo.

No entanto, o grupo DN diminuiu significativamente o nimero de entradas no centro
do aparato (p< 0,05), o tempo de mobilidade no centro do aparato (p< 0,05), o nimero de
cruzamentos entre a periferia e o centro do aparato (p< 0,05), assim como a distancia total

percorrida no centro do aparato quando comparado com o grupo CO (p< 0,05) (Figura 6).
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Fig. 6 - Gréficos obtidos da analise no aparato campo aberto, tratamento crénico. Nimero de entradas no
centro do aparato (A), Tempo de mobilidade no centro do aparato (B), NUmero de cruzamentos entre a
periferia e o centro do aparato (C) e distancia percorrida no centro do aparato (D). Os resultados estdo
expressos como média e erro padrdo, n= 24 por grupo, *p< 0,05.
3.1.3 Avaliacdo do comportamento agressivo - Teste do Intruso
O tempo de laténcia do primeiro ataque dos animais residentes ao intruso no grupo DN
foi significativamente menor a partir do 16° dia de tratamento quando comparado ao grupo
CO (p<0,05). A laténcia para o primeiro ataque foi ainda menor apds 18 dias de tratamento
(p<0,001). Ao 3°, 8° 10° dia de tratamento ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos

DN e CO. Apds 2 dias de interrupgdo do tratamento cronico (23 dias) ndo houve diferenca

estatisticamente significativas entre os grupos DN e CO (Figura 7).
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Fig. 7 - Gréfico obtido da andlise da agressividade
(Teste de Intruso).

Laténcia do primeiro ataque o grupo DN em seus
respectivos tempos de tratamento: 3°, 8°, 10°, 16°, 18°
dia de tratamento e 2 dias apds a suspensdo do DN
administrado por 20 dias (n=10 por subgrupo). O
grupo CO foi testado pareado com grupo DN nos dias
do teste, porem foi expressos em uma Unica coluna
(n=60). Os resultados estéo expressos em média e erro
padrdo, *p<0,05; **p< 0,001.

Em relacdo ao niumero de ataques feitos pelos animas residentes aos animais intrusos,

0s animais do grupo DN apresentaram um aumento no nimero de ataques em relacdo os

animais do grupo CO no 18° dia de tratamento (p=0,02). Ao 3°, 8° 10° e 16° dia de

tratamento ndo houve diferenga estatistica entre os grupos CO e DN. Também ndo houve

diferenca estatisticamente significativas entre 0s grupos apés a suspensédo do tratamento por 2

dias (23 dias), (Figura 8).

NUumero de ataques

Teste de intruso

Grupos

Fig. 8 - Gréfico obtido da analise da agressividade
(Teste de Intruso).

O grupo DN em seu respectivo tempos de tratamento:
3°, 8°, 10°, 16°, 18° dia de tratamento e 2 dias ap6s 20
dias de tratamento. O grupo CO foi testado pareado
com grupo DN, n=60. Os resultados estdo expressos
em média e erro padrdo, n=10 por subgrupo, *p< 0,05.

A partir destes dados foi elaborado um indice que representa a postura do animal

conforme o carater dominante, neutro e subordinado denominado de indice de Agressividade

(IA).

As analises comparativas dos resultados estdo apresentadas na Tabela 1. O critério de

associacdo de Pearson (ra) demonstrou que o indice de agressividade dos animais do grupo

DN é significativamente maior que dos animais do grupo CO (ra= 0,313; %* = 9,8; p < 0,01).
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Os resultados também demonstram que apos a suspensdo do tratamento (20 DN + 2 dias sem
DN) o efeito do DN ainda permanece (1A = 0,75).

TABELA 1 - indice de agressividade dos animais dos grupos CO e DN.

Co1 Experimental (DN) CO2 Experimental

Dias da coleta dos dados

Dias de tratamento

0CO 3DN 8DN 10DN 16DN 18DN [19CO 20DN+2 s/DN
N 30 10 10 10 10 10 30 8
Na 11 5 5 6 7 8 11 6
Ns 4 1 0 0 0 0 5 0
Nn 15 4 5 4 3 2 14 2
IA 023 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,20 0,75

n — ndmero de animais.

Na — nimero de agressores.

Ns — nimero de submissos.

Nn — ndmero de neutros.

IA — indice de agressividade. 1A = (Na— Ns)/n

3.1.4 Teste da memoria aversiva — tratamento cronico

N&o houve diferencas estatisticamente significativas na memoria de curta e longa
duracéo entre os grupos CO e DN (Figura 9 A e B). O desempenho do grupo CO na memoria
de curta e longa duracdo melhorou quando comparados ao seu treino (p<0,05). No grupo DN
a memoria de longa duracdo melhorou (p<0,05), enquanto que o desempenho na memdaria de

curta duracao ndo foi estatisticamente diferente do seu treino.

A. Esquiva Inibitoria Passiva B. Esquiva Inibitéria Passiva
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Fig. 9 - Memoria aversiva no aparato esquiva inibitéria passiva - Tratamento crénico. Tempo de laténcia para
descida da plataforma durante o treino, 90 minutos ap6s o treino (memoria de curta duracdo) e 24 h ap6s o treino
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(memoria de longa duracdo). O grupo CO (A) e o grupo DN (B) respectivamente, os resultados estdo expressos
em mediana e intervalo interquartil; n=18 por grupo, *p< 0,05.

3.1.5 Teste de meméria espacial — tratamento subcrénico

N&o houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos CO e DN nos dias
de treino (fase de aquisicdo). Na fase de evocacdo da memoria (teste), a distancia percorrida e
a velocidade média foram significativamente maiores (p<0,05) no grupo DN comparado com

0 grupo CO (Figura 10 A, B e C).

Fig. 10 - Memodria espacial no Labirinto
A. i gg Aquatico de Morris - tratamento subcrénico. A
60 - laténcia para encontrar a plataforma nos 5 dias
de treinamento ndo foi diferente entre os
grupos DN e CO (A), a distancia total
percorrida (B) e a velocidade média (C) foram
maiores no grupo DN em rela¢do ao CO (*p<
0,05). Os resultados estdo expressos como
média e erro padrdo; n=14 por grupo.
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As demais variaveis analisadas na fase do teste: nimero de entradas, tempo
permanéncia e distancia percorrida no quadrante alvo; laténcia de entrada e numero de
entradas na regido da plataforma, assim como o nimero de entradas, tempo de permanéncia e
distancia percorrida no quadrante oposto ndo apresentaram diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos CO e DN (Figura 11).
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A. Laténcia de entrada na plataforma B. Entradas na plataforma C. Entradas no quadrante alvo
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G. Permanéncia no quadrante oposto H. Deslocamento no quadrante oposto
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Fig. 11 - Mem6ria espacial no labirinto aquatico de Morris, tratamento subcrénico. Laténcia da primeira entrada
na plataforma (A), nimero de entradas na plataforma (B), nimero de entradas no quadrante alvo (C), tempo de
permanéncia no quadrante alvo (D), distancia total percorrida no quadrante alvo (E), nimero de entradas no
quadrante oposto (F), tempo de permanéncia no quadrante oposto (G) e distancia total percorrida no quadrante
oposto (H) os resultados estdo expressos em média e erro padrédo, n=14 por grupo.

3.1.6 Teste de memoria espacial — tratamento crénico
N&o houve diferencas estatisticamente significantes entre os animais dos grupos CO e

DN nos 5 dias de treino (Figura 12).
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Fig. 12 - Memdria espacial no aparato labirinto
aquatico de Morris- tratamento cronico. Os
resultados estdo expressos em média com desvio
padrdo n=16 por grupo.
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No teste (evocacdo da memoria), ndo houve diferencas significativas entre 0s grupos
CO e DN na laténcia de entrada no local da plataforma, no nimero de entradas na regido da

plataforma, na distancia total percorrida no aparato ou na velocidade média (Figura 13).
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Fig. 13 - Memodria espacial no aparato labirinto aquatico de Morris - tratamento crénico. Laténcia da
primeira entrada na plataforma (A), Nimero de entradas na plataforma (B), Distancia total percorrida no
aparato (C), velocidade média (m/s) (D) Os resultados estdo expressos em media e erro padrao primeira
entrada na plataforma média e erro padrao, n=16 por grupo.

Por outro lado os animais do grupo DN diminuiram a distancia percorrida no
quadrante alvo, sem alterar o nimero de entradas ou tempo de permanéncia no mesmo quando

comparados ao grupo CO (Figura 14).

A. Entradas no quadrante alvo B. Permanénciano quadrantealvo ~ C. Deslocamento no quadrante alvo
10 20

Tl

*

—
N

8 —F—

.
a

|

6

Tempo (seg)
5
w

|

Numero de entradas (n)
(9,

%

Distancia percorrida (m)

oY

=}

9 & >
Grupos Grupos O Q
Grupos

Fig. 14 - Memoria espacial no aparato labirinto aquético de Morris - tratamento crénico. Numero de
entradas no quadrante alvo (A), tempo de permanéncia no quadrante alvo (B) e distancia percorrida no
quadrante alvo (C). Os resultados estéo expressos em media com erro padrdo n=16 por grupo, *p<0,05.
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Em relacdo as variaveis associadas ao quadrante oposto como o nimero de entrada, o
tempo de permanéncia e a distéancia percorrida dentro do quadrante, ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 15).
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Fig. 15 - Memoria espacial no aparato labirinto aquatico de Morris, no tratamento crénico. Nimero de
entradas no quadrante oposto (A), tempo de permanéncia no quadrante oposto (B), distadncia no quadrante
oposto (C). Os resultados estdo expressos em média e erro padrdo, n=16 por grupo.

3.1.7 Avaliagéo da ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado - tratamento cronico

A mensuragdo do comportamento de ansiedade ndo demonstrou diferencas
estatisticamente significativas nas variaveis como tempo de permanéncia nos bracos abertos,
namero de entradas nos bracos aberto e o nimero de entradas nos bracos fechados entre os
animais do grupo CO e os animais do grupo DN (Figura 16). Também nao houve diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos em relacdo ao nimero de rearings (atividade

exploratdria vertical) e nimero de bolos fecais (dados ndo demonstrados).
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Fig. 16 - Ansiedade no aparato labirinto em cruz elevado - Tratamento cronico. Tempo de permanéncia
nos bracos abertos do aparato (A), nimero de entradas nos bragos abertos (B) e nimero de entradas nos
bragos fechados (C). Os resultados estdo expressos em média com erro padrdo, n=20 por grupo.
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3.2 Parametros Neuroquimicos

3.2.1 Captacdo de Glutamato

No tratamento subcrdnico ndo houve alteracdo significativa na captacdo de glutamato

em fatias hipocampais e corticais. Entretanto, o tratamento cronico com DN reduziu

significativamente (p<0,05) o percentual da captacdo de glutamato nas fatias de hipocampo e

do cortex (Figura 17 e 18).

Captagdo de Glut-H® (%)

A.

=

a1

o
y

=

o

(=]
1

ol
(=]
1

o

Fatias do Hipocampo

B.

. 1501

1004

504

Captacéo de Glut-H® (%

Fatias do Hipocampo

Grupos

>

Grupos

Fig. 17 - Captacdo de glutamato em fatias de hipocampo, tratamento subcrénico (A) e tratamento crénico
(B). Os resultados estdo expressos em percentual (%) da captacdo de glutamato, com média e desvio
padrdo, n=7 por grupo *p<0,05.

>

—~

Captacdo de Glutamato (%

1504

1004

[,
i

o

Fatias do Cértex

>

Grupos

w

=
5
S

1004

Fatiais do Cértex

Captacéo de Glutamato (%)
al
e

o

Qé
Grupos

Fig. 18 - Captacdo de glutamato em fatias de cortex, tratamento subcrénico (A) e tratamento cronico (B).
Os resultados estdo expressos em percentual (%) da captagdo de glutamato, com média e desvio padrao,
n=7 por grupo, *p<0,05.

3.2.2 Determinacdo do imunocontetdo de GLT-1
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O tratamento subcrénico ndo demonstrou diferencas estatisticas significativas na
quantidade do transportador astrocitario de glutamato majoritario, GLT-1, em hipocampo, no
grupo DN comparado com grupo CO. Todavia, houve uma diminui¢do estatisticamente
significativa (p<0,05) deste transportador decorrente do tratamento crénico com DN (Figura

19 AeB).
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Fig. 19 - Imunoconteddo do transportador de
glutamato GLT1 por Western Blot em homogeneizado
! GLT 1 (EAAT2) de hipocampo. Tratamento subcronico (A), tratamento
crénico (B) os resultados estdo expressos em
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3.2.3 Teste de viabilidade celular - MTT
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O tratamento com DN ndo alterou significativamente a viabilidade mitocondrial em
fatias hipocampais e corticais em relagédo ao grupo CO nos tratamentos subcronico e crénico

(Figura 20 e Figura 21).
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Fig. 20 - Graficos obtidos da analise do teste de viabilidade mitocondrial (MTT) em fatias do hipocampo.
Tratamento subcrénico (A), tratamento cronico (B). Os resultados estdo expressos em percentual (%), com
média e desvio padréo, n=4 por grupo.
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Fig. 21 - Graficos obtidos da anédlise do teste de viabilidade mitocondrial (MTT) em fatias do cortex.
Tratamento subcroénico (A), tratamento cronico (B). Os resultados estdo expressos em percentual (%), com
média e desvio padrdo, n=4 por grupo.

3.3 Parametros Metabélicos

3.3.1 Medida do peso corporal
Durante o tratamento subcrénico o peso corporal dos animais foi monitorado

diariamente. No tratamento crénico, o peso corporal foi mensurado no primeiro dia, décimo
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dia e vigésimo dia. Os dois protocolos de tratamento ndo demonstraram alterar

significativamente o peso dos animais nos grupos CO e DN (Figura 22 A e B).
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Fig. 22 - Graficos obtidos da analise do peso corporal ao longo do tratamento subcrénico (A), e
tratamento crénico (B). Os resultados estdo expressos em média com desvio padrdo, n=22 por

grupo.

3.3.2 Mensuracéo do peso dos testiculos

O resultado do peso dos testiculos, expresso em percentual (%) da razéo entre o peso

corporal e 0 peso dos ambos os testiculos dos animais, apresentou diferenca estatisticamente

significativa (p<0,0001) entre os grupos CO e DN. O tratamento cronico diminuiu o peso dos

testiculos do grupo DN em relag¢do aos animais do grupo CO (Figura 23).
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3.3.3 Dosagens sericas

Teste de tolerancia a glicose (TTG)

Fig. 23 - Peso dos testiculos - tratamento crénico. Os
resultados sdo a razdo do peso testiculos e o peso
corporal, estdo expressos com média com erro
padrdo, n=17 por grupo, * p<0,0001.
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No teste de tolerdncia a glicose TTG os animais do grupo DN ndo apresentaram

diferenca estatistica em relacdo os animais do grupo CO, n=13 por grupo (Figura 24).
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Fig. 24 - Teste de tolerancia a glicose nos tempos 0,
30, 60, 120 minutos apds a injecdo i.p de glicose. Os
resultados estdo expressos com média com erro
padrdo, n=13 por grupo, tratamento crénico.

Os resultados das dosagens sistémicas de albumina, creatinina, ALT/TGP, AST/TGO

e uréia ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre os animais dos grupos

CO e DN durante o tratamento crénico (Figura 25).
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Fig. 25 - Niveis sistémicos de albumina (A), creatinina (B), ALT/TGP (C), AST/TGO (D) e uréia (E).
Os resultados estdo expressos com média com erro padrdo, n=10 por grupo, tratamento crénico.
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Todavia, os niveis de colesterol total, colesterol HDL e triglicerideos diminuiram
significativamente (p<0,05) nos animais do grupo DN quando comparados ao grupo CO. Né&o
alterando estatisticamente significativo o colesterol LDL no grupo DN quando comparado ao

grupo CO (Figura 26).
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Fig. 26 - Graficos obtidos da analise dos niveis sisttmicos de colesterol HDL (A), colesterol total (B),

colesterol LDL (C) e triglicerideos (D). Os resultados expressos com média com erro padrdo, n=10 por grupo,
tratamento cronico, * p<0,05.
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4. DISCUSSAO

4.1 Parametros Comportamentais

No pardmetro comportamental que avalia a locomocao espontanea em Campo Aberto,
0S animais com o tratamento subcronico ndo demonstraram diferencas significativas em
nenhuma das variaveis avaliadas entre os grupos CO e DN. No tratamento crdnico os animais
do grupo DN também ndo apresentaram diferencas na locomocdo espontanea. Estes
resultados estdo de acordo com muitos estudos, que sugerem gue o tratamento com EAA néo
altera a atividade locomotora espontanea (Bing et al., 1998; Bitran et al., 1993; Bronson,
1996; Clark & Fast, 1996; Clark & Harrold, 1997; Clark, Harrold & Fast, 1997; Martinez-
Sanchis et al., 1996; Martinez-Sanchis et al., 2002; Minkin, Meyer & Van Haaren, 1993).
Entretanto, nos adicionalmente demonstramos que os animais tratados com DN apresentaram
uma diminuicdo no nimero de entradas e distancia percorrida no quadrante central do campo
aberto quando comparado ao grupo CO. Esses parametros sugerem que esse prejuizo na
exploracdo dos animais tratados com DN poderia estar relacionado ao aumento da ansiedade,
uma vez que 0s animais ansiosos tendem a explorar mais a periferia do campo aberto (Ramos,
2008).

Apesar de o Campo Aberto ser empregado para avaliar o comportamento de ansiedade
através da observacao da exploracdo do animal no centro e na periferia do aparato, o estudo
de Ramos, 2008 relata que ha necessidade de multiplos testes comportamentais como o teste
de claro escuro e labirinto em cruz elevado para um melhor entendimento do mecanismo do
comportamento emocional em roedores (Ramos, 2008). Desta forma, os animais foram
submetidos a tarefa labirinto em cruz elevado, na qual ndo foi observada diferenca estatistica
em nenhum dos pardmetros avaliados. Dessa forma, a alteracdo observada no comportamento

explorador dos animais, aparentemente ndo se relaciona com aumento da ansiedade.
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No teste para avaliacéo de ansiedade do tratamento cronico, realizado no labirinto em
cruz elevado, os resultados do presente trabalho ndo demonstram diferengas entre o grupo DN
e CO. Logo, no presente trabalho a administracio de EAA em camundongos, nao
apresentaram efeitos ansiogénicos ou ansioliticos, diferente do que se propunha no trabalho de
Kouvelas et al., 2008, que tratou ratos Wistar com DN na dose 15mg/kg (s.c) por 6 semanas
diariamente. O estudo de Bing et al., 1998 também demonstrou um efeito ansiolitico em ratos
Wistar causado por uma Unica injecdo de T (5mg/kg), testados no teste conflito de Vogel’s, 24
horas depois da administracdo do farmaco. Ao contrério, no estudo de Minkin, Meyer & Van
Haaren, 1993 o tratamento com DN (10 ou 50mg/semana por 8 semanas) em ratos Long—
Evans, demonstrou um aumento no tempo de permanéncia dos animais na periferia do campo
aberto, indicando um aumento de ansiedade. Isso poderia ser justificado devido a diferenca
entre as espécies estudadas. Em resumo, os efeitos dos EAA na ansiedade necessitam de uma
caracterizacdo mais precisa (Clark & Henderson, 2003).

Em roedores, a agressividade pode ser mensurada pela observacdo da quantidade e
qualidade dos atos agressivos despendidos pelo macho residente contra o macho intruso
(Clark & Henderson, 2003; McGinnis, 2004). Nés demonstramos que no teste de
agressividade realizado através do teste de intruso, os animais do grupo DN apresentaram
diminuicdo na laténcia do primeiro ataque no 16° dia e no 18° dia de tratamento. Isto sugere
gue os animais ficaram mais impulsivos quanto maior o tempo de tratamento. Aliado a isto,
no 18° dia de tratamento os animais do grupo DN apresentaram aumento no nimero de
ataques inferidos aos animais intrusos quando comparados com os animais do grupo CO.
Portanto, neste trabalho o tratamento prolongado com DN faz com que os animais tornem-se
mais agressivos. Quanto a postura dos animais tratados com DN, observou-se uma mudanca

da postura submissa e neutra para uma postura dominante que foi dependente do tempo de
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tratamento e se manteve até dois dias apos a interrupgdo do tratamento com DN (indice de
Agressividade).

O estudo de Lumia et al., 1994, demonstrou que o tratamento por 10 semanas com T
(Img/rato, 3 vezes por semana), em machos Long—Evans, aumentou a postura dominante e
reduziu a postura submissa quando comparados com os ratos controles. Por outro lado, Breuer
et al., 2001, administrou propionato de T, DN e estanozolol em ratos Long—Evans (5mg/kg, 5
vezes por semana durante 12 semanas). O comportamento agressivo aumentou
significativamente no grupo tratado com propionato de T quando comparado com 0 grupo
controle; o grupo tratado com DN e o grupo controle demonstraram niveis similares de
agressividade. Surpreendentemente, o grupo tratado com estanozolol exibiu niveis
significativamente menores de agressividade que os grupos T e DN, e da mesma maneira
quando comparado ao controle. Este efeito paradoxal do estanozolol em abolir o
comportamento agressivo foi atribuido aos diferentes mecanismos de acdo envolvendo alvos
celulares e moleculares dos EAA no SNC. O estudo de McGinnis et al., 2002 demonstrou que
0 tratamento com propionato de T associado a provocacdo fisica nos animais (através da
puxada de cauda, ’tail pinch”) aumentou a agressividade de roedores. Os autores deste
trabalho especulam que o propionato de T sensibiliza o animal para inferir os ataques ao
animal intruso e estimula a agressividade. Os resultados de Breuer, McGinnis & Lumia, 2001
sugerem uma auséncia de efeitos de DN sobre a agressividade e uma supressdao do
comportamento agressivo em roedores machos tratados com estanozolol.

Em contrapartida, o estudo de Long et al., 1996 demonstrou que ratos Sprague—
Dawley que receberam DN (2mg/dia/rato ou 20mg/semana/rato, durante 4 semanas)
apresentaram altos niveis de agressividade quando comparados ao grupo controle. Usando
teste de competicdo para ingestdo da &gua como medida de agressividade, ratos machos

tratados com DN demonstraram dominancia diante do acesso ao bebedouro em relacdo ao
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grupo CO (Lindquvist et al., 2002). O estudo de Farrell & McGinnis, 2003 demonstrou que a
provocacdo fisica estimula a agressividade em ratos tratados com T, DN e estanozolol, sendo
significativamente diferente do grupo controle. Todavia, na auséncia de provocacdo fisica 0s
animais tratados com EAA ndo demonstraram comportamento agressivo em nem um dos trés
grupos, quando comparados ao grupo CO (McGinnis et al., 2002). A maior parte dos estudos
que avaliam os efeitos da T demonstram que a mesma causa alteracdes sobre a interacéo
social no que diz respeito ao comportamento sexual e agressivo (Clark et al., 1997; McGinnis,
2004; Salas-Ramirez, Montalto & Sisk, 2010). Porém, estes efeitos sdo de natureza
contraditéria por ser dependente do tipo de androgeno, dose administrada, tempo de
tratamento e idade/sexo do animal (Clark & Henderson, 2003).

Em resumo, os efeitos dos EAA sobre a agressividade sdo dependentes do tipo de
composto, da espécie estudada, como do género dos animais. A administracdo do propionato
de T em doses supra-fisioldgicas por longo periodo de tempo aumenta 0 comportamento
agressivo em ratos machos ndo castrados. A provocacdo fisica aumenta esse comportamento
agressivo em contesto social e ambiental ndo provocando esse comportamento em animais
controles. O estanozolol, por exemplo, ndo estimula a agressividade, ou as vezes, até atenua
(Clark & Henderson, 2003). Este conjunto de resultados sugere que o DN e outros EAA
podem aumentar o comportamento agressivo sobre condigdes que ainda ndo sdo bem
compreendidas, assim novos estudos podem auxiliar no entendimento da neurobiologia do
comportamento agressivo associado ao uso de EAA (McGinnis, 2004).

Em humanos, o uso indiscriminado dos EAA esta associado a comportamentos como
agressividade e violéncia sem provocacdo. O uso crbnico intensifica a agressividade,
principalmente por intermédio de agressdo verbal, provocacdo para o combate/briga e
aumento da violéncia contra a mulher. Esta forma de administracdo também contribui para a

elevagdo dos niveis de homicidios praticados por adolescentes. Os usuérios adolescentes sdo

55



mais suscetiveis a atos de violéncia, impaciéncia/impulsividade e irritabilidade, e tais efeitos
se correlacionam positivamente com niveis séricos de T (McGinnis, 2004; Brooks & Reddon,
1996). Em controvérsia, alguns estudos ndo demonstraram evidéncias do aumento da
agressividade em individuos saudaveis quando administradas doses elevadas de EAA (Tricker
et al., 1996; Wang et al., 1996 ).

No teste de memdria aversiva na Esquiva Inibitéria Passiva 0s resultados néo
demonstraram diferencas estatisticas entre os animais dos grupos CO e DN. Todavia, entre 0s
animais do grupo DN observou-se prejuizo no aprendizado da memoria de curta duracdo (90
minutos apos o treino). Sabe-se que 0s EAA exercem seus efeitos sobre o SNC através da sua
interacdo com RA. Estudos em modelo animal demonstram que o cérebro apresenta alta
densidade de RA no hipotalamo, uma importante regido para influéncias androgénicas devido
a secrecdo de gonadotrofina e, portanto, estreitamente ligada ao comportamento reprodutivo
(Handa, Reid & Resko, 1986). Alem desta regido, altos niveis de RA estdo localizados no
cortex e no hipocampo, indicando que os RA estdo envolvidos em uma variedade de funcgdes
das células neurais que incluem influéncias na memoria e aprendizado (Simerly et al., 1990).
Assim pode- se sugerir que mecanismos de formacdo da memdria aversiva de curta duracéo
sdo afetados pelo tratamento crénico o DN (Clark, Mitre & Brinck-Johnsen, 1996; Menard &
Harlan, 1993; Izquierdo et al., 2006).

No teste de Labirinto Aquéatico de Morris, na fase de aquisi¢ao (treino) os animais dos
grupos CO e DN ndo apresentaram diferencas nos 5 dias de treinamento em ambos 0s
tratamentos; subcrénico e cronico. Na fase de evocacdo (teste) os animais do tratamento
subcrénico ndo apresentaram nenhum efeito sobre a memoria espacial, entretanto os animais
tratados com DN demonstraram serem mais ativos devido a maior velocidade média e
distancia total percorrida no aparato em 60 segundos. No tratamento crénico os animais do

grupo DN apresentaram sutis efeitos deletérios sobre a meméria espacial demonstrados pela
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menor distancia (18,44%) percorrida no quadrante alvo comparado com o0s animais do grupo
CO. Em contrapartida, o estudo Magnusson et al., 2009 relatou prejuizos na memoria espacial
em ratos tratados com DN na dose 15mg/kg tanto nos dias de treino (fase da consolidagéo),

quanto no dia do teste (fase da evocacéo).

4.2 Parametros Neuroquimicos

O estudo de Parducz et al., 2006 afirma que os androgenos possuem acdes sobre a
morfologia e funcionalidade do hipocampo. Os resultados da captacdo de glutamato
radioativo por fatias hipocampais e corticais demonstram que o tratamento crénico com DN
causa diminuicdo do transporte de glutamato, levando a alteragfes do tonus glutamatérgico
intra e extracelular. Tais alterac6es resultam em um aumento da concentracéo de glutamato na
sinapse, com consequiente hiperestimulacdo glutamatérgica. Corroborando com este dado, na
técnica de Western Blot, demonstrou-se diminuicdo do imunocontetdo dos transportadores
GLT-1 no hipocampo no tratamento crénico, fato que explica a diminuigcdo do transporte de
glutamato nesta estrutura. A hiperestimulacdo glutamatérgica, neste caso, relacionada a
diminuicdo do transporte astrocitario, pode causar morte celular, alteracbes comportamentais
e cognitivas (Bechtholt-Gompf et al., 2010).

A partir dos resultados obtidos no teste de MTT, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa, o que demonstra que o tratamento com DN ndo altera a viabilidade
mitocondrial em cértex e hipocampo e possivelmente ndo causou morte de células neurais.
Entretanto, faz-se necessaria uma investigacdo mais detalhada no que se refere a
morte/viabilidade celular, diante desse tratamento. Apesar de ndo ser possivel afirmar que o
acumulo de glutamato decorrente do tratamento com DN causou morte celular, a ruptura da
homeostase glutamatérgica encontrada no presente trabalho, pode estar associado aos

resultados comportamentais como o aumento da agressividade e diminuicdo de memoria.
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Estudos demonstram que o aumento da concentracdo de glutamato no cortex esta diretamente
relacionado ao aumento da agressividade, enquanto 0 mesmo aumento no hipocampo esta
relacionado a distdrbios cognitivos, como por exemplo, alteracbes na memdria espacial.
(Bechtholt-Gompf et al., 2010; Ghanizadeh & Namazi, 2010). Assim, é possivel fazer uma
associacdo entre a diminuicdo da captacdo de glutamato em fatias de cdrtex com o aumento
significativo da agressividade dos animais diante do tratamento com DN. Também é coerente
relacionar a diminuicdo da captacdo em hipocampo e a diminuicdo do imunoconteddo dos
transportadores GLT-1 com o prejuizo na memoria espacial e na memoria aversiva de curta
duracdo observadas no presente trabalho, nos animas tratados com DN. No entanto, outras
abordagens experimentais sdo necessarias para estabelecer a direta relagdo entre estas

variaveis comportamentais e neuroquimicas.

4.3 Parametros Metabolicos

Avaliamos o efeito do tratamento crénico com DN sobre parametros bioquimicos
sistémicos como possiveis indicadores dos efeitos adversos to tratamento. O DN reduziu os
niveis de colesterol total, HDL, e triglicerideos corroborando com estudos realizados tanto em
modelos animais como em humanos, que demonstram alteracdo do perfil lipidico (Glazer
1991; Palatini et al., 1996; Hartgens et al., 2004; Bonetti et al., 2008; Vieira et al., 2008). Os
niveis de LDL colesterol ndo foram afetados pelo tratamento com DN. O perfil lipidico foi
utilizado como um possivel indicador de risco para doencas cardiovasculares associado ao
tratamento. Realmente, estudos clinicos demonstram que fisiculturistas que utilizaram EAA
tendem apresentar alteracdes significantes nos niveis de lipidios e maior risco para acidentes
vasculares.

Por outro lado avaliamos os niveis de albumina e de ALT/TGP e AST/TGO como

indicadores de lesdo e atividade metabdlica hepatica. Os resultados sugerem que o tratamento
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por 20 dias ndo afetou a funcdo hepatica o que corrobora com relatos prévios de Bonetti et al.,
2008 em fisiculturistas do género masculino. Da mesma forma, funcionalidade renal néo foi
afetada com o tratamento. O estudo de Baume et al., 2006 demonstrou que tratamento com
combinacfes dos EAA administrados via oral em atletas de endurance ndo alterou niveis
sistémicos de uréia. Sendo uréia é um produto final da degradacdo de aminoécidos, a dosagem
dos seus niveis no sangue reflete a e funcdo renal. A creatinina é um produto da degradacédo
da fosfocreatina (creatina fosforilada) no masculo para obtencdo de energia. Ela é geralmente
produzida em uma taxa praticamente constante pelo corpo - taxa diretamente proporcional a
massa muscular da pessoa: quanto maior a massa muscular, maior a taxa. Através da medida
da creatinina do sangue, é possivel calcular a taxa de filtracdo glomerular, que € um parametro
utilizado em exames médicos para avaliar a funcéo renal.

O peso corporal (massa magra) dos animais dos grupos CO e DN ndo apresentou
diferencas estatisticas, corroborando com os estudo de Magnusson et al., 2009. O que pode
ser explicado devido aos animais tratados com DN ndo realizarem exercicio fisico e também
ndo estarem sendo tratados com uma dieta hiperprotéica. A combinacdo dieta e exercicio
fisico sdo necessarios para aumentar o peso corporal em roedores (Goodman & Gilman
traducdo da 92 edicao)

Em relacdo ao teste de tolerancia a glicose (TTG) ndo houve diferenca do grupo DN
comparado ao grupo CO demonstrando que, tanto a secrecdo pancredtica e sinalizacdo da
insulina, ndo sofreram alteracdes devido ao tratamento crénico. I1sso também sugere que o
metabolismo da glicose ndo foi afetado e que a disponibilidade desse substrato energético ndo
estaria influenciando parédmetros comportamentais como agressividade e memoria, ou
parametros funcionais associados ao processo de neurotransmissao.

Os resultados da mensuragdo do peso dos testiculos revelaram que o tratamento com

DN produziu reducdo do peso testicular em relacdo ao peso corporal, demonstrado uma
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atrofia testicular nos animais, fato que corrobora com diversos estudos em humanos, nos
quais altas doses de EAA promovem esse efeito deletério sobre os Orgdos sexuais em
individuos do género masculino, causando impoténcia sexual (Ramo 1987; Torres-Calleja et
al., 2001; Hartgens & Kuipers; 2004; Goodman & Gilman traducdo da 9?2 edicdo). Isto
demonstra que mesmo por um periodo curto de tratamento, o DN causou modificacdes
sistémicas no perfil lipidico, sem alteracGes nos marcadores funcionais hepatico e renal, mas

alterou a morfologia dos 6rgdos reprodutores.
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5. CONCLUSOES

A administracdo crénica com DN prejudicou o comportamento exploratorio no centro
do campo aberto por mecanismos independentes da ansiedade.

O DN aumentou a agressividade e impulsividade em camundongos CF1, de forma
tempo-dependente. Os animais do grupo DN tiveram uma redugdo no tempo de laténcia do
primeiro ataque a partir do 16° dia de tratamento que se manteve até o 18°dia. Além disso,
houve um aumento significativo do nimero de ataques.

A administracdo crénica com DN afetou a memoéria aversiva de curta duracdo (90
minutos apos o teste).

As alteragGes comportamentais mais proeminentes associadas ao tratamento com DN
como aumento agressividade e prejuizo na memoria de curta duracdo ndo foram
conseqliéncias de alteracbes funcionais e metabdlicas sistémicas. Nesse sentido, a
disponibilidade de glicose como substrato energético ndo foi afetada nem o peso corporal dos
animais. Entretanto, observou-se atrofia testicular, justificada pelo tratamento com DN em
doses suprafisioldgicas. Além disso, a administracdo cronica do DN acarretou em alteracdo do
perfil lipidico séricos dos animais.

O desequilibrio da funcao glutamatérgica evidenciado pela diminui¢do da captacéo de
glutamato no cortex e hipocampo e do transportador GLT-1 pode ser um dos mecanismos
neuroquimicos envolvidos nas alteracbes comportamentais induzidas pelo tratamento com o

DN.
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6. PERSPECTIVAS

A partir dos dados do presente estudo, tem-se como perspectiva investigar:
- 0 imunoconteudo: das proteinas apopt6ticas BAD, PARP e caspase 3; de proteinas serina
treonina cinase que estdo relacionadas a memdria e aprendizado ou morte celular no
hipocampo e no cortex; das subunidades regulatérias do canal NMDA; dos transportadores
GLT1 e GLAST em hipocampo e cortex.
- Realizar técnicas de imunohistoquimica para neurdnios (NeuN), astrécitos (GFAP) e
micréglia (IBA) do hipocampo e do cortex.
- Avaliar as possiveis correlagdes entre o imunocontetdo das proteinas analisadas no cortex e

hipocampo e os pardmetros comportamentais, bioquimicos e histologicos.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Dolhnikoff%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Caldini%20EG%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Carvalho%20CR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ribeiro%20W%22%5BAuthor%5D
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