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RESUMO

Esteroides Androgénicos Anabolizantes (EAAs) sdo sintetizados a partir da
testosterona. Embora existam trabalhados alertando sobre os efeitos deletérios desses
farmacos, ainda sdo muito consumidos de forma abusiva entre os jovens que desejam uma
aparéncia magra e musculosa ou na promogao do alivio da fadiga e melhora do desempenho
fisico. Devido a importancia funcional do sistema nervoso central, o trabalho tem como
objetivo geral estudar os efeitos quantitativos em neurdnios de areas especificas do cérebro
(ntcleos do hipotdlamo e corpo amigdaloide) de camundongos que receberam doses
suprafisioldgicas de EAAs. A tese segue as normas do formato alternativo, com apresentagdo
de 2 artigos: O primeiro artigo teve como objetivo avaliar quantitativamente os corpos
celulares de neurdnios nos Nucleos Paraventricular (PVN) e Arqueado (ARC) do hipotalamo
de camundongos sob o uso de doses suprafisiolégicas de EAAs. Foram utilizados 60
camundongos da linhagem Swiss divididos em 3 grupos (n=20, com 10 machos e 10 fémeas):
G1, com administragdo de Deposteron; G2, com administracdo de Winstrol; e G3, Controle,
recebeu solucgdo fisiologica. Os animais foram tratados por 30 dias com a administracdo dos
farmacos e a pratica de natagdo. Apds esse periodo, foram eutanasiados, tiveram os encéfalos
removidos e o material passou por processamento histolégico e coloragdo. Para andlise
quantitativa de corpos celulares de neur6nios empregou-se a metodologia de contagem
aleatoria simples. Os resultados mostraram reducao significativa no niumero de neuronios do
ARC para os machos tratados com Deposteron® (p=0,0489) e Winstrol® (p=0,0004) em
relacdo ao Controle. Nao houve resultado significativo para o PVN de machos nem para o
ARC e para o PVN das fémeas. O segundo artigo teve como objetivo avaliar
quantitativamente os corpos celulares de neurdnios nos nucleos da Amigdala Central (AC) e
Basolateral (BLA) do encéfalo de camundongos sob o uso isolado e combinado de EAAs.
Foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem Swiss divididos em 4 grupos (n=10):
G1, Controle, recebeu solucao fisioldgica; G2, com administragdo de Deca Durabolin®; G3,
com administragao de Durateston®; e G4, com administra¢ao dos dois farmacos. Os animais
foram tratados por 60 dias, recebendo os fairmacos e praticando natacao. Apos esse periodo,
foram eutanasiados, tiveram os encéfalos removidos e o material passou por processamento
histologico e coloragdo. Para andlise quantitativa de corpos celulares de neurdnios empregou-
se a metodologia de contagem aleatoria simples. Os resultados mostraram redugao
significativa no nimero de neurdonios para todos os animais tratados com os EAAs em relagao

ao grupo Controle: Para a BLA a redugao variou de 23% a 36% conforme o grupo; Para a AC,



a reducdo variou de 20% a 29% conforme o grupo. Conclui-se que a administragdo de doses
suprafisioldgicas desses EAAs provoca reducdo do nimero de corpos de neurdnios da BLA e
AC nos camundongos machos. A conclusdao geral ¢ de que a administracdo de doses
suprafisioldgicas de EAAs provoca reducdo do nimero de neurdnios nos camundongos

machos no nucleo arqueado do hipotdlamo, e na amigdala basolateral e central.

Palavras-chave: Esteroides. Nucleo Hipotalamico Paraventricular. Nucleo Arqueado do
Hipotalamo. Nucleo Central da Amigdala. Complexo Nuclear Basolateral da Amigdala.

Camundongos.



ABSTRACT

Anabolic-Androgenic Steroids (AAS) are synthesized from testosterone. Their
irregular use began to grow among the population in the 1980s. Although there have been
reported deleterious effects of these drugs, they are still largely consumed among young
people that wish a lean and muscular appearance or in order to improve physical performance.
There is also evidence of their neurodegenerative potential. Due to the functional importance
of the Central Nervous System (CNS), this research aims to study the quantitative effects on
neurons of specific brain areas (hypothalamic nuclei and amygdaloid body) of mice that
received supraphysiological doses of AAS. This thesis follow the norms of alternative format,
with presentation of 2 articles: the first one aimed the quantitative evaluation of the neuronal
cell bodies in the Hypothalamic Paraventricular (PVN) and Arcuate (ARC) Nuclei of mice
submitted to supraphysiological doses of AAS. A total of 60 Swiss lineage mice were divided
into 3 groups (n = 20, 10 males and 10 females): G1, in which Deposteron® was
administered; G2, in which Winstrol® was given; and G3, Control, which received saline
solution. The animals were treated for 30 days with drug administration and swimming
exercise. After this period, the mice were euthanized and their brains removed. The material
underwent histological processing and staining. For quantitative analysis of neuron cell
bodies, the simple random counting method was used. The results showed that there was a
significant reduction in the number of ARC neurons for males treated with Deposteron® (p =
0.0489) and Winstrol® (p = 0.0004) in relation to control group, but there was no significant
result for male PVN or for female ARC and PVN. The second article aimed to quantitatively
evaluate the neuron cell bodies in central amygdala (CA) and basolateral (BLA) nucleus of
mice under the isolated and combined use of AAS. A total of 40 Swiss lineage male mice
were divided into 4 groups (n = 10): G1, Control, received saline solution; G2, in which Deca
Durabolin® was administered; G3, in which Durateston® was administered; and G4, in which
both drugs were given. The animals were treated for 60 days, receiving the drugs and
practicing swimming. After this period, they were euthanized and had their brains removed.
The material underwent histological processing and staining. For quantitative analysis of
neuron cell bodies, the simple random counting method was used. The results showed that
there was a significant reduction in the number of neuron cell bodies in all animals treated
with AAS in relation to control group: for BLA the reduction varied from 23% to 36%
according to the Group; for CA, the reduction varied from 20% to 29% according to the

Group. The general conclusion is that administration of supraphysiological doses of AAS



causes reduction in the number of neurons in male mice at arcuate hypothalamic nuclei,

basolateral and central amygdala.

Keywords: Steroids. Paraventricular Hypothalamic Nucleus. Arcuate Nucleus of

Hypothalamus. Central Amygdaloid Nucleus. Basolateral Nuclear Complex. Mice.
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1 INTRODUCAO

Esteroides Androgénicos Anabolizantes

Os Esteroides Androgénicos Anabolizantes (EAAs), também chamados de
Esteroides Androgenos Anabolizantes ou ainda Esteroides Andrégenos (ou Androgénicos)
Anabolicos (Mooradian et al., 1987) representam uma classe de substancias associadas ao
sistema endocrino e relacionadas a hormonios masculinos.

O sistema enddcrino regula respostas fisiologicas pela producdo hormonal
(Kersey et al., 2012; Rocha et al., 2014), capaz de aumentar ou diminuir as atividades
celulares, induzir sua diferenciacdo ¢ estimular mitoses (Rocha et al., 2014). Os hormonios
classificam-se de acordo com critérios quimicos em aminas, proteinas (ou peptideos) e
esteroides (Rocha et al., 2014). Esses ultimos sdo produzidos no cortex das glandulas
suprarrenais, nos testiculos e nos ovarios e por serem derivados do colesterol apresentam
quatro anéis de carbono em sua estrutura quimica (Kersey et al., 2012; Rocha et al., 2014;
Bond et al., 2016).

A testosterona, hormonio sexual masculino secretado nos testiculos, ¢ responsavel
pelo desenvolvimento e manutencgao das caracteristicas masculinizantes (androgénicas) e pela
biossintese tecidual nos tecidos somaticos (anabolismo), sendo um exemplo de Esteroide
Androgénico Anabolizante (EAA) (Handelsman e Heather, 2008; Kersey et al., 2012; Rocha
et al., 2014; Bond et al., 2016). Os EAAs s3o substancias naturais ou sintéticas que
apresentam propriedades anabdlicas e androgénicas semelhantes a testosterona (Basaria et al.,
2001; Dotson e Brown, 2007) e sua historia tem raizes na endocrinologia antiga. Ha milhares
de anos os agricultores perceberam ser mais facil domesticar animais castrados e a partir de
entdo foram atribuidos poderes especiais de cura a testiculos e pénis dos animais (Hoberman e
Yesalis, 1995; Dotson e Brown, 2007). Baseados nessa crenga, atletas da Grécia antiga
desejosos de aumento do desempenho fisico nos esportes, comumente usavam uma grande
variedade de pogdes que incluiam plantas e extratos testiculares (Dotson e Brown, 2007; Pope
etal., 2014).

As primeiras teorias e praticas do passado marcaram uma série de trabalhos que
renderam experimentos famosos ja no século XIX. Eugen Steinach, professor de fisiologia da
Universidade de Viena, desenvolveu uma técnica de ligadura do ducto deferente na intengao
de for¢ar uma hipertrofia das células de Leydig e elevar a producao de testosterona. Operou
varios individuos, inclusive o criador da psicanalise, Sigmund Freud (Kahn, 2005; Dotson e

Brown, 2007). Embora seus resultados fossem questionados, ha relatos de casos em que
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houve aumento do vigor fisico, e até rejuvenescimento. Como estratégia para reposi¢ao
hormonal o fisiologista, fundador da endocrinologia, Charles Edouard Brown-Séquard
(Kersey et al., 2012) propunha a inje¢ao de um extrato aquoso preparado a partir de testiculos
de animais. Apds semanas de testes nele mesmo como cobaia, relatou aumento da forca,
concentracdo e energia. Estima-se que milhares de médicos e fisiologistas administraram
doses de extratos similares na populacdo da época (Basaria et al., 2001; Kahn, 2005; Dotson e
Brown, 2007; Kersey et al., 2012). Baseados nos resultados desses trabalhos e no de Serge
Voronoff (que implantou um testiculo de primata no irmao mais velho, obtendo melhoras na
condicdo fisica), uma série de cirurgides passou a realizar transplantes (ou implantes) de
testiculos de animais em homens e at¢ em mulheres, com a promessa de melhorias no
desempenho sexual, rejuvenescimento, maior vigor fisico ¢ mental (Kahn, 2005; Dotson e
Brown, 2007).

Somente em meados da década de 30, a testosterona foi isolada em testiculos de
touro e, em 1935, desenvolvida sinteticamente a partir do colesterol (Basaria et al., 2001;
Dotson e Brown, 2007; Kersey et al., 2012). Desde entdo seu uso clinico se estendeu cada vez
mais no combate ao hipogonadismo, nas terapias de reposi¢do hormonal e em casos de
astenia, melancolia e doengas cronicas debilitantes (Basaria et al., 2001; Dotson ¢ Brown,
2007; Kersey et al., 2012; Busardo et al., 2015). Infelizmente o uso ndo terapéutico também
se expandiu: ha suposi¢cdes de que atletas alemaes fizeram uso de EAAs na preparacao para os
jogos olimpicos de Berlim em 1936 e que tais substancias também foram usadas por soldados
combatentes a fim de aumentar sua agressividade e resisténcia (Pope et al., 2014).

A partir da década de 1940, seu uso tornou-se cada vez mais frequente no meio
esportivo. Médicos da Unido Soviética admitiram que o time de levantamento de peso,
campedo em 1952, fez uso de EAAs, o que estimulou os Estados Unidos a pesquisarem mais
essas substancias e a usa-las em seus atletas (Pope et al., 2014). Devido as reconhecidas
propriedades anabdlicas de favorecimento do desenvolvimento muscular, nos anos seguintes,
o uso de EAAs chegou a outras modalidades esportivas, alcangando véarios paises (Dotson e
Brown, 2007; Pope et al., 2014).

Na tentativa de minimizar os efeitos androgénicos e ampliar os anabdlicos, a
industria farmacéutica constantemente desenvolve novos EAAs, mas, por apresentar um
complexo mecanismo de agdo, ndo ¢ possivel garantir a auséncia de efeitos colaterais dessas
substancias nos individuos (Basaria et al., 2001; Kicman, 2008; Kersey et al., 2012). Doses
suprafisioldgicas sdo comumente usadas e podem se relacionar com sintomas neuroldgicos,

cardiovasculares, comprometimento hepatico (Kersey et al., 2012; Pope et al., 2014; Pomara
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et al., 2015), ginecomastia e hipogonadismo (Kersey et al., 2012; Pope et al., 2014). Nas
mulheres também podem surgir efeitos virilizantes, hipertrofia de clitoris, hirsutismo,
diminui¢do da mama (Kersey et al., 2012), reducdo da libido e alteragdes menstruais (Kersey
etal., 2012; Pope et al., 2014).

Essas razdes levaram o Comité Olimpico Internacional a banir o uso de EAAs em
meados da década de 1970, e o controle de anabolizantes em larga escala comecou a ser
realizado a partir dos Jogos Olimpicos de Montreal em 1976 (Dotson e Brown, 2007; Kersey
et al., 2012; Pope et al., 2014). Essas substancias passaram a ser rigorosamente controladas
pelos 6rgdos federais de alguns paises, inclusive o Brasil (Kicman, 2008). Entretanto os EAAs
para fins ndo medicinais passaram a ser comercializados ilegalmente (Dotson e Brown, 2007,
Kicman, 2008) e, a partir da década de 1980, (Kanayama et al., 2013) atingiu a populagdo
comum, frequentadora de academia, desejosa de obten¢ao do aumento de massa muscular e
de um corpo esbelto e musculoso (Kersey et al., 2012; Busardo et al., 2015; Pomara et al.,
2015).

Aproximadamente dois tercos do consumo abusivo dos EAAs ocorrem entre
usudrios de centros de treinamentos, ginasios e academias, sendo caracterizado por doses que
podem ser 10 a 100 vezes maiores que a terapéutica (Kahn, 2005; Kanayama et al., 2013;
Pope et al., 2014). Geralmente ¢ comum o uso concomitante de dois ou mais EAAs sob as
formas injetavel ou oral (Kanayama et al., 2009; Kersey et al., 2012; Pope et al., 2014) que,
na maioria das vezes, sdo administrados pelo proprio individuo sem treinamento adequado,

colocando a saude em risco.

Hipotalamo

O hipotalamo ¢ uma pequena area diencefalica, bilateral, localizada inferiormente
no cérebro. Compreende menos de 1% do volume total do encéfalo e age diretamente no
ambiente interno por seu controle sobre o sistema enddcrino e sobre o sistema nervoso
autonomo (Kandel, 2013; Netter et al., 2013). Possui uma complexa cole¢do de grupos
celulares dispostos em nucleos e, para facilitar o estudo, divide-se o hipotdlamo
anteroposteriormente em regides supradptica, tuberal e mamilar, e mediolateralmente em
zonas periventricular, medial (intermédia) e lateral (Standring e Gray, 2008; Netter et al.,
2013; Liao et al., 2015).

Alguns nucleos do hipotdlamo medial desempenham um papel essencial no
controle das fungdes corporais (Pearson e Placzek, 2013), adequando as respostas fisiologicas

as demandas ambientais. Seus circuitos sdo influenciados por sinais que carregam
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informagdes sobre os estados nutricionais e metabolicos, assegurando a homeostasia (Bouret,
2013; Cornejo et al., 2016; Sutton et al., 2016). Os niveis séricos dos hormonios leptina,
grelina e insulina variam na propor¢ao das reservas de energia do corpo e da alimentagao,
sendo responsaveis por comunicar a disponibilidade de nutrientes ambientais a nucleos do
hipotdlamo que regulam o estado nutricional, influenciando a alimentacdo e o gasto
energético (Cone, 2005; Williams e Elmquist, 2012; Bouret, 2013; Liao et al., 2015; Sutton et
al., 2016; Yasrebi et al., 2016).

O Nucleo Arqueado do Hipotalamo (ARC), localizado bilateralmente préoximo a
regido inferior do terceiro ventriculo, ¢ um local predominante para a integragdo destes sinais
periféricos transmitidos pela corrente sanguinea, sendo também influenciado pelos niveis
séricos de glicose e esteroides sexuais (Cone, 2005; Williams e Elmquist, 2012; Bouret, 2013;
Chitravanshi et al., 2015; Liao et al., 2015; Cornejo et al., 2016; Sutton et al., 2016).

No ARC existem neurdnios que expressam a pro-opiomelanocortina (POMC, de
funcdo anorexigena), e que coexpressam o Neuropeptideo Y (NPY, de fun¢do orexigena) e o
Peptideo Relacionado ao Agouti (AgRP, de funcdo orexigena), desempenhando papéis
importantes no gasto energético e na regulagdo da ingestdo de alimentos (Cone, 2005;
Williams e Elmquist, 2012; Bouret, 2013; Liao et al., 2015). A partir do ARC, essas
populacdes neuronais se projetam a outras regides hipotaldmicas, incluindo o Nucleo
Paraventricular do Hipotdlamo (PVN), o Niicleo Dorsomedial ¢ a Area Hipotalamica Lateral
(Bouret, 2013; Liao et al., 2015). Desses, ¢ importante o circuito ARC-PVN na obtengao de
respostas essenciais a homeostase, ao equilibrio energético e as reacdes comportamentais
(Parker e Bloom, 2012; Maejima et al., 2014; Manojlovic-Stojanoski et al., 2016; Sutton et
al., 2016). Além dessas agdes, O PVN exerce a funcdo de um centro integrador do controle
neuroendocrino e autondmico (Lozic et al., 2016) atuando em outras acdes importantes como
producao de leite, contragdo uterina e o controle do eixo hipotalamo-hipéfise-suprarrenal pela
vasopressina e pelo hormonio liberador de corticotropina, o que envolve equilibrio hidrico,
controle cardiovascular (Chitravanshi et al., 2015; Lozic et al., 2016; Manojlovic-Stojanoski
et al., 2016) e hormdnios tireoidianos (Alkemade, 2015).

Assim, quando comprometidos, os Nucleos Arqueado e Paraventricular podem
prejudicar fungdes vitais que integram respostas endocrinas e autonOmicas essenciais a
homeostase e ao equilibrio energético (Cone, 2005; Ferguson et al., 2008; Bouret, 2013; Liao
et al., 2013; Carmichael e Wainford, 2015; Chitravanshi et al., 2015; Lozic et al., 2016;
Manojlovic-Stojanoski et al., 2016; Sutton et al., 2016).
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Corpo Amigdaloide

O corpo amigdaloide (amigdaloide = semelhante a améndoa) envolve um
conjunto bilateral de ntcleos (dai também ser conhecido como “complexo amigdaloide”),
localizado na regido anteromedial do lobo temporal, e pode ser organizado em trés regides:
Amigdala Basolateral (BLA), Amigdala Central (AC) e um grupo celular esparso chamado de
“massas de células intercaladas” (McDonald, 1998; Pape e Pare, 2010; Duvarci e Pare, 2014).
Nos animais nao primatas, sua localizacdo ¢ similar a descrita e possui organizacao
semelhante em todos os mamiferos (McDonald, 1998).

Reconhecidamente envolvido no processamento emocional (Christian et al., 2013;
Duvarci e Pare, 2014; Wassum e Izquierdo, 2015; Hernandez-Lallement et al., 2016), o corpo
amigdaloide exerce controle sobre: ansiedade, memoria (Christian et al., 2013; Silberman e
Winder, 2013), medo (Pape e Pare, 2010; Christian et al., 2013; Duvarci e Pare, 2014;
Wassum e Izquierdo, 2015) e agressividade (Adams e Moghaddam, 2000; Wommack e
Delville, 2002; Pirnik e Kiss, 2005).

As principais fibras de projecao para a circuitaria emocional no corpo amigdaloide
sdo compostas por aferéncias glutamatérgicas do talamo e do cortex frontal que chegam, em
sua maioria, aos neurdnios dos nucleos da BLA. Essas células, também glutamatérgicas,
impulsionam sinais responsaveis por manifestagdes fisiologicas e psicoldgicas, afetando
profundamente as emogdes conforme a regulagdo excitatoria do glutamato resultante dessas
conexoes (Christian et al., 2013; Duvarci e Pare, 2014; Wassum e Izquierdo, 2015). Em
seguida, a informagdo pode voltar as areas de origem, bem como ser direcionada para outras
regides corticais, hipocampo, estriado, hipotdlamo ou ainda realizar conexdes com a AC
(Wassum e Izquierdo, 2015). Os neurdnios da AC contém principalmente o Acido Gama-
Amino-Butirico (GABA) como neurotransmissor, embora existam subpopula¢des neuronais
que apresentam o glutamato. A AC estabelece conexdes eferentes com hipotadlamo, tronco
encefalico e outras estruturas do sistema nervoso central. Modulando as conexdes nucleares
dessas duas regioes do corpo amigdaloide se encontram as massas de células intercaladas que
agem de forma inibitéria (Duvarci e Pare, 2014).

O corpo amigdaloide também € responsavel pela deteccao, geragdo e manutencao
das emocdes relacionadas ao medo bem como coordenagdo de respostas apropriadas a ameaca
e ao perigo (Phan et al., 2002; de Gelder et al., 2004; Hoistad e Barbas, 2008; Duvarci e Pare,
2014). Ele capta informagoes de todos os sistemas sensoriais € as projeta de forma especifica

aos nucleos amigdalianos, permitindo a integracdo das instrugdes provenientes das diversas
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areas cerebrais, inclusive com o hipotalamo por meio de conexdes excitatorias e inibitorias
(Williams et al., 2006).

Alteragdes no corpo amigdaloide sdo extremamente prejudiciais a socializagao do
individuo, relacionando-se a estados mentais de ansiedade, depressao (Phan et al., 2002; de
Gelder et al., 2004; Hoistad e Barbas, 2008; Christian et al., 2013; Silberman e Winder, 2013;
Duvarci e Pare, 2014; Wassum e Izquierdo, 2015; Hernandez-Lallement et al., 2016) e
agressividade (Adams e Moghaddam, 2000; Wommack e Delville, 2002; Pirnik e Kiss, 2005).

Considerando a influéncia dos esteroides sexuais no sistema nervoso € as
evidéncias do potencial neurodegenerativo dos esteroides androgénicos anabolizantes
verificou-se a necessidade de estudar os efeitos dessas substancias em regides especificas do
encéfalo.

A tese estd apresentada em formato alternativo, conforme normas baseadas na
elaboragdo e normalizacdo de dissertacoes e teses da FOP/UNICAMP (2015), com
apresentacdo de 2 artigos, que tém como objetivo geral avaliar os efeitos quantitativos em
neurdnios do hipotadlamo (Nucleos Paraventricular ¢ Arqueado) e do corpo amigdaloide
(Amigdala Basolateral e Central) de camundongos que receberam doses suprafisiologicas de

Esteroides Androgénicos Anabolizantes.
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1. INTRODUCTION
1.1. Anabolic-Androgenic Steroids (AAS)

Hormones are compounds produced by
endocrine glands that, as reaching the target
organs, chemically regulate specific body
functions that interfere in cellular activities. One
of AAS hormones classifications is the group of
steroids that has a chemical structure formed by
four carbon rings. These hormones have
cholesterol as a precursor and are produced by the
gonads, adrenal cortex and active metabolites of
vitamin D [1, 2].

Among sex hormones there is progesterone
and estrogen, synthesized in the ovaries, and
testosterone, in the testes. Testosterone is both
androgenic and anabolic, being related to
masculinizing  characteristics  and  tissue
development [2]. Thus, testosterone 1is an
Androgenic-Anabolic  Steroid (AAS) and its
actions affect several tissues, beyond muscular
and skeletal, including the reproductive, hepatic,
renal, hematopoietic and nervous systems [1].

AAS group encompasses a family of lipophilic
hormones derived from cholesterol that includes
the male natural hormone, testosterone, along with
its synthetic derivatives [3-5]. In Ancient Greece,
Olympic athletes already used a variety of
potions, plants and animal extracts to enhance
performance in sports [6]. In the nineteenth
century, there had been a series of experiments
aiming rejuvenating, increasing strength and
physical condition [1, 7, 8].

In 1935, testosterone was chemically isolated
from bull testes and then synthetically developed
from cholesterol [1, 8]. The clinical use of AAS
has been spread since the 1940s in hormone
replacement therapies, in the treatment of
debilitating chronic diseases, anemias, burns, in
some types of trauma, surgeries and in the therapy
to control depression, melancholia and some types
of cancer [1, 8, 9].

Although AAS are controlled substances in
several countries, like USA and Brazil, non-
medicinal AAS are largely and illegally marketed,
including through the Internet and even in fitness
centers [8]. They began to be acquired by ordinary
people in the 1980s and have become widely
used, especially among young people who wish a
lean and muscular appearance or to relieve fatigue
and improve physical performance, even during
recreational activities among non-athletes [1, 4, 9,
10].
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1.2. Hypothalamus: Arcuate and Paraventricular
Nuclei

Hypothalamus is a small bilateral diencephalic
area, close to the third ventricle, that has a wide
collection of neuron cell groups arranged in nuclei
[11]. Influenced by signals that carry information
about nutritional and metabolic states, its circuits
play an essential role in homeostasis, ensuring that
physiological responses are in tune with
environmental requirements [12]. The
homeostatic regulation of energy balance depends
on the activity of the neural circuits of the
hypothalamus, especially those related to the
Arcuate Nucleus (ARC) [13, 14], located
bilaterally near the inferior region of the third
ventricle [15-18].

The ARC responds to a variety of hormones
and nutrients, including leptin, insulin, ghrelin,
sex steroids and glucose [12, 14-16, 18, 19]. Its
neuron cells project to other regions involved in
feeding control, such as the hypothalamic
dorsomedial nucleus, the lateral area and the
Paraventricular Nucleus (PVN) [12, 16]. In order
to meet the energetic demands of an animal, ARC
projections for PVN are particularly relevant [14,
20-22].

Lesions in afferent PVN neuron cells from
ARC reveal the importance of this nucleus, since
they result in hyperphagic obesity, while the
activation of these cells promotes increased
energy expenditure and reduced food intake [14].
The PVN exerts the function of an integrating
neuroendocrine and autonomic control center [23]
acting on other important functions such as milk
production, uterine contraction and hypothalamic-
pituitary-adrenal axis controlled by vasopressin
and corticotropin releasing hormone, which
involves fluid balance, cardiovascular control [17,
23, 24], and thyroid hormones [25].

Observing the indiscriminate consumption of
AAS and analyzing the physiological relevance of
ARC and PVN in the integration of essential
responses to homeostasis and energy balance, it is
proper to study the effects of supraphysiological
doses of two of these substances on mice neuron
cells once there are structural similarities with the
brain of the human being.

The aims of this study is quantitatively
evaluate neuron cell bodies in the Hypothalamic
Paraventricular (PVN) and Arcuate (ARC) Nuclei
of mice submitted to the use of supraphysiological
doses of Deposteron® (testosterone cypionate)
and Winstrol Depot® (stanozolol) and to compare
the data between male and female animals.



2. MATERIALS AND METHODS

Sixty Swiss linecage mice were used: 30 males
and 30 females. The animals were 90 days old
(young adults) and their body weight ranged from
40 to 50 grams. They were housed in boxes
containing 5 animals each, treated with
commercial mice chow, received water ad [libitum
and were kept in a 12-hour light-dark cycle.

3. EXPERIMENTAL

The pharmacological treatment consisted in
intraperitoneal injections [26-28] of the following
AAS: Deposteron® (testosterone cypionate), from
EMS Sigma Pharma, and Winstrol Depot®
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(stanozolol) from Landerlan Laboratory. The
doses [29, 30] are displayed in Table 1. Steroids
were administered twice weekly (Tuesdays and
Thursdays), at the same time of the day, during 30
days. In control group, physiological saline
solution was administered in the same volume as
AAS in other groups [28] (Table 1).

Three times a week when the injections were
not carried out (Mondays, Wednesdays and
Fridays), the animals were submitted to
swimming for 5 minutes in a plastic container
measuring 43x34x26cm, containing water at 24-
26°C temperature and at a height sufficient for the
animals do not get out of the container or touch its
bottom [28].

Table 1 - Groups of animals according to injected substance and dosage.

Groups Animals Injected substance Dosage Practice
Male Female
Deposteron 10 10 Deposteron® 0,8mg/kg Swimming
(testosterone cypionate)
Winstrol Depot 10 10 Winstrol Depot® 1,8mg/kg Swimming
(stanozolol)
Control 10 10 Saline solution 0,9% 0,04 ml/injection ~ Swimming

The animals were euthanized by inhalation of
isoflurane for subsequent craniotomy. The brains
were removed in totum, washed in saline solution
and fixed in glass containers containing 4%
paraformaldehyde in phosphate buffer solution for
24 hours [31]. After this period, the standardized
sequence of conventional histological process was
followed: alcohol dehydration, xylol
diaphonization and paraffin inclusion.

From each brain, serial and homotypic samples
were taken by frontal cuts [32-34] with a
thickness of 7um in Yidi YD-315 microtome. To
evaluate the areas settled for the study [35] the
material was stained with cresyl violet [33, 36].
This technique allows the visualization of Nissl
corpuscles on neuron cell bodies, which makes it
possible to strongly and individually mark each
cell for later counting in optical microscopy [34,
36, 37].

For quantitative analysis of neuron cell bodies,
the simple random counting method was
employed [38-40].

The determination of the studied areas matches
with the representation of images 37 and 44 from
Franklin and Paxinos’ Stereotaxic atlas [35]: the
Paraventricular Nucleus (PVN) was in a plane in

which it was possible to visualize the
suprachiasmatic nucleus, and the Arcuate Nucleus
(ARC) was in a plane in which it was possible to
visualize the dorsomedial nucleus.

Each nucleus had two areas quantified per
hemisphere, totalizing 4 areas per cut. To avoid
counting the same neuron cell body more than
once, three semi-serial cuts per animal were
analyzed, totalizing 12 histological fields per
studied nucleus for each animal. As two nuclei
(PVN and ARC) were quantified, a sum of 24
areas per animal were taken. Thus, for all samples
used, a total of 1440 areas was quantified at 400x
magnification (Figure 1).

The counting was done with the aid of a test
area (couting frame) measuring 120.75 cm’.
Neuron cell bodies that had nucleoli and were
located within the test area and the inclusion line
(green dashed) were counted. The neuron cell
bodies that touched the continuous red lines were
excluded [28, 32, 38] (Figure 2). All analyzes
were performed on a computer with the
Axiovision 4 Image Interactive Measurement
Imaging System coupled to a Carl Zeiss®
AxioScope Al microscope.
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Figure 1 - Photomicrography in gradual increase of the frontal cuts of a mouse brain to illustrate the
method used: the highest densities of neuron cell bodies of the upper part of the image (A-C) belong to the
ARGC; the highest densities of neuron cell bodies of the lower part of the image (D-F) belong to the PVN.
The quantitative analysis was performed at 400x magnification, visible in C and F. Author’s image.

Figure 2 - The test area used (counting frame).
Only neuron cell bodies inserted in the quadrant or
within the green dashed line were counted,
excluding those that touched the continuous red
lines. Author’s image.

Statistical analysis was performed using
Analysis of Variance (ANOVA) with a
completely randomized factorial scheme design
followed by Tukey’s multiple comparisons test.
The statistical system R [41] was used with the

ExpDes.pt feature [42] and for all analyzes the
significance level of 5% was adopted.

4. RESULTS AND DISCUSSIONS
4.1 Comparison among male mice

Figure 3-A shows the comparison of neuronal
quantification in the different groups among the
nuclei evaluated in male animals (means and
standard deviations). For control group, there was
a significant difference (p = 0.042) between the
means of neuron cell bodies when comparing
ARC (41.49 + 13.9) in relation to PVN (35.21 +
9.89). Treatment with Deposteron® also led to a
reduction in neuronal quantification (p = 0.0489)
of ARC (25.81 + 6.15) compared to PVN (31.76 +
9.7). However, in the treatment with Winstrol
Depot® no statistical difference was observed
between the nuclei.

The male mice ARC neuronal analysis (Figure
3-B) shows a significant reduction of neuron cell
bodies (p = 0.0004) when compares the control
group (41.49 £ 13.9) with the animals treated with
both Deposteron® (25.81 £ 6.15) and Winstrol
Depot® (22.66 = 6.9), being the treated groups
statistically the same.
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Figure 3 - Chart A: Comparison of the mean number of neuron cell bodies in the different groups
between the studied nuclei in male mice and respective standard deviations. Chart B: Comparison of the
mean number of neuron cell bodies of the nuclei in male mice among the groups and their respective
standard deviations. Different letters represent significant differences at level of significance of 5%

measured by Tukey test.

However, the mean number of male mice PVN
neuron cell bodies does not present statistical
difference when comparing with the other groups
(Figure 3-B).

Concerning the control group, in the
comparison between male mice (Figure 3-A), a
higher number of neuron cell bodies is observed
for ARC in relation to PVN. Although ARC
usually presents itself in smaller volume than
PVN, its cells are also smaller, whereas PVN has
divisions according to cellular size and function
[14] - magnocellular and parvocellular [19, 36].
The stereological analysis used explains this
difference between cell populations: the larger the
cell, the fewer units fit within the reticulum [38-
40], making ARC more populous than PVN.

Among AAS wused in the experiment,
Deposteron® is very soluble in lipid, and it is on
lipid based environment, unlike Winstrol Depot®,
whose vehicle is aqueous, which would make it
difficult to cross the blood-brain barrier [28]. As
both had statistically equal effects on ARC
(Figure 3-B), we can deduce that AAS action in
ARC can be exacerbated by the vicinity of this
nucleus to one of the circumventricular organs:
the median eminence. The ARC is adjacent to this
structure, a blood-brain barrier free region that
allows greater freedom of flow of substances
through fenestrated capillaries [13, 14, 17]. This
proximity may make the region a neuronal target
more susceptible than PVN, as seen in Figure 3-B.

Another factor already described is the
heterogeneity of PVN cellular population [19, 36]

that can react differently to these substances
according to the nuclear receptors of their neuron
cells which would decrease their direct effects in
this hypothalamic nucleus. Although there are no
significant  changes in  PVN  neuronal
quantification, it is imprudent to say that AAS do
not exert an action on this structure, since many
afferences that reach the nucleus come from ARC
[12, 16, 22].

4.2 Comparison among female mice

At the level of significance of 5%, the results
indicate that there was no change in the mean
number of neuron cell bodies in female mice ARC
and PVN nuclei for the groups evaluated (Figure
4-A). A similar result was obtained when
comparing the different groups for each nucleus,
ARC and PVN (Figure 4-B).

Differently from female mice (Figure 4-B),
male mice suffered significant cellular losses in
ARC (Figure 3-B). An important factor to
consider is the presence of endogenous
testosterone at higher levels in males [1, 43]. In an
experiment involving mice, Ribeiro et al., 2014
reported that AAS can modulate nuclear hormone
receptors and led to more significant changes in
male mice, due to the higher level of circulating
testosterone than in female mice [28]. In the
literature we found a record of the neurotoxic
potential of testosterone and stanozolol, the active
ingredient of Winstrol Depot ® used in this
experiment [4]. Orlando et al., 2007 demonstrated
that stanozolol increased neuron cell death
induced by N-methyl-D-aspartate (NMDA) [44].



These studies suggest harmful actions of these
compounds in the neuron cells and meet our
results. In addition, a similar conclusion come
from other studies about the effects of AAS on
neuron cells of the cerebral cortex of rats [32], rat
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hippocampus [45], and cerebellar Purkinje cells of
mice [28]. There are also reports involving
reduction of dendritic density of the spinal cord
[46], confirming the neurotoxicity of AAS [4].

B Neuron cell bodies mean between
studied nuclei in female mice
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Figure 4 - Chart A: Comparison of the mean number of neuron cell bodies in the different groups
between the studied nuclei in female mice and respective standard deviations. Chart B: Comparison of the
mean number of neuron cell bodies of the nuclei among the groups in female mice and respective
standard deviations. Different letters represent significant differences at level of significance of 5%

measured by Tukey test.

The absence of significant effects on female
mice can be explained by the neuroprotection
factor of endogenous female hormones. The 17f3-
estradiol (E2) steroid regulates many aspects of
homeostasis by means of central mechanisms via
ERa nuclear steroid receptor, which is highly
expressed in ARC [19, 47]. Some studies relate
the protection of estradiol against excess
glutamate (potentially neurotoxic) in brain
ischemic stroke and hypoxia [6, 48, 49]. There is
also a report of neuron cell protection against
glutamate-induced cell death in hippocampal
neuron cells of guinea pigs [50].

4.3 Comparison between male and female mice

The results provide an overview for the
quantification of neuron cell bodies between male
and female mice according to the group and
studied areas. Figure 5-A shows that for ARC,
when comparing male and female animals within
control group, there was a significant difference
(p=0.005), being the mean number of male mice
neuron cell bodies (41.49 £ 13.9) greater than that
of female ones (27.78 = 6.06). For AAS groups
there was no significant change in quantification.

In relation to neuron cell bodies of the PVN
there was no statistically significant difference
when comparing male and female mice among the
different groups (Figure 5-B). In the general

comparison between male and female mice,
dimorphism is observed in control group for ARC,
so that the nucleus in females has a smaller
number of cells than in males (Figure 5-A). A
detailed study with rats found similar results,
however females presented more cells than males
in PVN [51], a different result of the present study
(Figure 5-B). A classic human study found no
statistical ~ difference between sexes when
evaluating nucleus volume, mean diameter, cell
density and total number of neuron cells [34].
Current reports compare specific groups of neuron
cells between sexes [19, 52], neurotransmitters or
receptors [47, 53], but do not provide information
on differences in total neuronal quantification.

The highest number of neuron cells found in
male ARC of control group (Figure 5-A) can also
be explained by the relation of the nucleus to sex
steroids. Energy balance and body composition
mediated by ARC are influenced by sexual
steroids, so there is dimorphism between the
nuclei according to sex for humans and for animal
models [13, 52].

It is important to emphasize the performance
of the ARC for metabolism since it acts on the
integration of peripheral and central signals to
control homeostasis. Under the control of appetite
regulating hormones (leptin, insulin and ghrelin),
it can activate groups of food-controlling neurons



[19]. As leptin is produced by white adipose tissue
in approximate proportion to triglyceride reserves,
it provides the hypothalamus with conditions to
control energy expenditure and thermogenesis.
ARC efferences follow their pathways, including
for PVN [14]. Besides these functions, we can

A Arcuate nucleus neuron cell
bodies mean between sex

50 A
)
= 40
2 A a
= 30 t—) T a a
= T T
k=
= 20
Z 10 -
z | |

O N 4

Control Deposteron Winstrol
H Males ki Females

Neuron cell bodies

26

also mention the autonomic activation of
cardiovascular activity after ARC stimulation,
which is mediated by PVN efferences [17, 23], as
well as thyroid hormone [25], adrenal
corticosteroids [24] and hydromineral control
[23].
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Figure 5 - Comparison of neuron cell bodies mean in the different groups between sexes for Arcuate
Nucleus (ARC) - Chart A - and Paraventricular Nucleus (PVN) - Chart B - and their respective standard
deviations. Different letters represent significant differences at level of significance of 5% measured by

Tukey test.

Although the results are significant only in
male mice (Figure 3-B x Figure 4-B, they indicate
that AAS abusive use leads to consequences such
as ARC neuron cells death that may influence, at
least in part, the main aesthetic effect expected
from these drugs among non-athletes: change in
body composition (fat reduction and increase in
lean mass) [1, 6, 8]. However, loss of ARC
neuron cells could also be related to the many
adverse effects of AAS, such as thyroid
malfunction [1], water retention, cardiovascular
alterations and hypertension [1, 4, 6, 8], in
addition to changes in lipid profile, fertility
reduction, and libido fluctuations [1, 6, 8].

To further elucidate the effects that can be
provoked by AAS abusive use, other researchers
are suggested to understand how these drugs are
capable of influencing the connections involving
ARC and PVN. For this analysis, longer-term
exposure studies and other biochemical or
molecular methods would be required to evaluate
the chemical substances involved that can be
synthesized and released by AAS administration-
induced.

5. CONCLUSION

There was reduction of neuron cell bodies of

the Arcuate Nucleus (ARC) for both substances in
male animals; however, there was no statistical
difference in relation to Paraventricular Nucleus
(PVN) when compares the treated groups with
control. Compared with the control group, the
female mice presented no significant difference in
neuron cells quantification for any nuclei,
independently of the drug involved. There was
also no statistically significant difference in the
number of neuronal cell bodies of the ARC or
PVN when comparing males and females treated
with Winstrol® or Deposteron®.
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Resumo

O uso dos Esteroides Androgénicos Anabolizantes (EAAs) pela populacao de forma irregular,
sem indicacdo médica, comecou a crescer a partir da década de 1980. Apesar de serem
controlados por 6rgaos governamentais sao ilegalmente comercializados € muito consumidos
entre os jovens que desejam uma aparéncia magra € musculosa ou ainda para promover o
alivio da fadiga e melhora do desempenho fisico, inclusive entre ndo atletas. Aliado ao
consumo indiscriminado dos EAAs, também ha evidéncias sobre seu potencial
neurodegenerativo. Alteragdes comportamentais mediadas pelo corpo amigdaloide como
depressdo, agressividade e ansiedade sdo relatadas entre os usuarios. O trabalho tem como
objetivo avaliar quantitativamente os corpos celulares de neuronios nos ntcleos da Amigdala
Central (AC) e Basolateral (BLA) do encéfalo de camundongos sob o uso crénico e
suprafisioldgico isolado e combinado de Durateston® e Deca Durabolin®. Foram utilizados
40 camundongos machos da linhagem Swiss divididos em 4 grupos (n=10): grupo Controle,
recebeu solucao fisiologica; grupo Dura, foi administrado Deca Durabolin®; grupo Deca, foi
administrado Durateston ®; e grupo Dura-Deca, foram administrados os dois farmacos. Os
animais foram tratados por um periodo de 60 dias, recebendo os farmacos e praticando
natagdo. Apos esse periodo os camundongos foram eutanasiados e tiveram os encéfalos
removidos. O material passou por processamento histoldgico e coloracdo. Para a analise
quantitativa de corpos celulares de neuronios empregou-se a metodologia de contagem
aleatoria simples. Os resultados mostraram que houve redugdo significativa no niamero de
neurdnios para todos os animais tratados com os EAAs em relagdo ao grupo Controle: Para a
BLA a reducdo variou de 23% a 36% conforme o grupo; Para a AC, a redug¢do variou de 20%
a 29% conforme o grupo. Conclui-se que a administracdo de doses suprafisiologicas desses
EAAs provoca reducao do numero de corpos de neurdonios da BLA e AC nos camundongos
machos.

Palavras-chave: Esteroides. Nucleo Central da Amigdala. Complexo Nuclear Basolateral da
Amigdala. Camundongos.

INTRODUCAO

Esteroides Androgénicos Anabolizantes (EAAs)

Também chamados de Esteroides Androgenos Anabolizantes ou ainda Esteroides
Andrégenos (ou Androgénicos) Anabolicos (Mooradian et al., 1987) essas substancias
referem-se aos hormonios esteroides pertencentes a classe dos horménios sexuais masculinos
(Shahidi, 2001). Responsaveis pelos efeitos androgénicos (masculinizantes) atuam tanto na
promog¢do quanto na manutencdo das caracteristicas sexuais masculinas (Kersey et al., 2012;
Rocha et al., 2014). Dentre os hormdnios androgénicos, destaca-se a testosterona, produzida
pelas células de Leydig nos testiculos e em menor quantidade nos ovarios e na glandula
suprarrenal (Kersey et al., 2012). Além de atuar na reprodugdo e na libido, a testosterona
exerce alteragdes somaticas em diversas estruturas: s3o conhecidas suas agdes no

desenvolvimento muscular, no crescimento 6sseo, na reducao da gordura corporal (Rocha et
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al., 2014), e também se distribui nos tecidos renal, hematopoiético e nervoso (Kersey et al.,
2012).

O potencial terapéutico da testosterona vem sendo amplamente explorado na
clinica desde sua sintese a partir do colesterol em 1935 (Dotson e Brown, 2007). Nesse
contexto, seus derivados sintéticos, os chamados Esteroides Androgénicos Anabolizantes
(EAAs) comecaram a ser desenvolvidos com alteragdes moleculares para reducao dos efeitos
androgénicos e incremento dos anabolicos (Kersey et al., 2012). Esses derivados sintéticos
sao usados para controlar deficiéncias hormonais e como adjuvantes no tratamento de doengas
cronicas debilitantes em alguns casos de sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS),
anemias, osteoporose e cancer (Busardo et al., 2015).

Devido a suas propriedades anabolicas, especialmente no que diz respeito a
aceleracdo do desenvolvimento muscular € menor tempo de recuperagao pds-exercicio, 0 uso
desses farmacos se tornou relativamente comum entre atletas até ser banido pelo Comité
Olimpico Internacional em 1974 (Dotson e Brown, 2007).

Nos ultimos anos, alguns paises tém adotado severas regras para a distribui¢do e
comercializacdo dessas substancias, entretanto os EAAs sdo comercializados ilegalmente e
seu consumo entre ndo atletas comecgou a se intensificar (Kersey et al., 2012; Tucci et al.,
2012; Busardo et al., 2015; Pomara et al., 2015).

O uso abusivo e ilicito dos EAAs ocorre entre os frequentadores de academia que
visam aumento da massa muscular. Nestas condi¢des, os EAAs sdo geralmente administrados
por periodos chamados ciclos, que duram em média 8 a 16 semanas, separados por um tempo
de repouso na tentativa de reduzir os efeitos adversos dessas substancias (Kanayama et al.,
2009). Geralmente a substancia ¢ administrada pelo proprio usuario por dois métodos: o
primeiro, chamado “empilhamento” (stacking) em que ha consumo de duas ou mais
substancias simultaneamente nesse periodo; o segundo, “piramide” (pyramiding) em que se
inicia com uma dosagem baixa até alcancar niveis que podem superar de 10 a 100 vezes as
doses terapéuticas recomendadas, com retorno gradual a dose inicial (Kanayama et al., 2009;
Kersey et al., 2012; Pope et al., 2014).

Na pressa para a obtencao do corpo perfeito, os efeitos deletérios dessas
substancias sdo negligenciados pela populacdo. Muitos usudrios apresentam acne, atrofia
testicular e ginecomastia (Pope et al., 2014). Além disso, pode ocorrer hipertrofia de clitoris,
hipertensdo arterial e hipertrofia ventricular esquerda, além de danos ao tecido hepatico,
distarbios hematologicos e neuroldgicos (Pope et al., 2014). Dentre os efeitos no sistema

nervoso central sdo relatadas alteragdes funcionais e comportamentais com destaque para a
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irritabilidade, agressividade, ansiedade, depressdo e sintomas cognitivos como esquecimento,

distracdes e confusdo (Pope et al., 2014; Pomara et al., 2015).

Corpo Amigdaloide

A regulacdo da emog¢do e de comportamentos relacionados a desordens como
ansiedade, depressdo e agressdo dependem de circuitos neuronais que envolvem o corpo
amigdaloide (Vann, 2013; Duvarci e Pare, 2014). O corpo amigdaloide (amigdaloide =
semelhante a améndoa) compreende um complexo bilateral de ntcleos localizados na regido
anteromedial do lobo temporal e pode ser organizado em trés regides: Amigdala Basolateral,
Amigdala Central e um grupo celular esparso chamado de “massas de células intercaladas”
(McDonald, 1998; Duvarci e Pare, 2014). Nos animais sua localizacdo ¢ extremamente
similar a descrita e possui organizagao semelhante em todos os mamiferos (McDonald, 1998).

A Amigdala Basolateral (BLA) ¢ o principal local de chegada das aferéncias ao
corpo amigdaloide. J& a Amigdala Central (AC) estabelece conexdes eferentes com
hipotalamo, tronco encefalico e outras estruturas do sistema nervoso central ao passo que as
massas de células intercaladas modulam de forma inibitoria as conexdes nucleares (Duvarci e
Pare, 2014).

O corpo amigdaloide também ¢ responsavel pela detecgdo, geracdo e manutencao
das emogoes relacionadas ao medo, e coordenagdo de respostas apropriadas & ameaca e ao
perigo (Hoistad e Barbas, 2008; Duvarci e Pare, 2014). Ele capta informagdes de todos os
sistemas sensoriais € as projeta de forma especifica aos nicleos amigdalianos, permitindo a
integracdo das instru¢des provenientes das diversas areas cerebrais, por meio de conexdes
excitatdrias e inibitorias (Williams et al., 2006).

Muitos jovens e adultos fazem uso irregular dos EAAs na busca por melhorias no
desempenho fisico e por uma aparéncia musculosa de forma imediatista sem se preocupar
com os efeitos negativos que esses medicamentos podem acarretar a saide (Pomara et al.,
2015). Estados mentais de ansiedade, agressividade e depressdo dependem de circuitos
mediados pelo corpo amigdaloide (Duvarci e Pare, 2014) que sofrem alteracdes decorrentes
de lesdes em seus ntcleos.

O trabalho tem como objetivo avaliar quantitativamente os corpos celulares de
neurdnios da Amigdala Basolateral (BLA) e Central (AC) de camundongos sob o uso crénico
com doses suprafisiologicas isoladas e combinadas de Deca Durabolin® e Durateston®

comparados ao grupo tratado com solucao fisioldgica.
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MATERIAL E METODOS

Caracterizag¢do da pesquisa e amostra animal

Foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem Swiss com 90 dias de
idade (jovens adultos) e peso corporal entre 40 e 50 gramas. Foram alojados em caixas
individuais, tratados com ragdo comercial, dgua ad libitum e mantidos em ciclo de 12 horas
claro-escuro.

O trabalho estd em conformidade com os principios €ticos, tendo sido apreciado e
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEUA-UNIFAL-MG) sob
registro n® 479/2012.

O tratamento farmacoldgico consistiu na aplicacdo intraperitoneal (Penatti et al.,
2009; Costine et al., 2010; Ribeiro et al., 2014) de dois esteroides anabolizantes isolados ou
combinados: Deca Durabolin® (decanoato de nandrolona) e Durateston® (associagdo de:
propionato de testosterona, fempropionato de testosterona, isocaproato de testosterona e
decanoato de testosterona) do laboratério Landerlan. As doses (Wood, 2008; Inamdar
Doddamani e Jayamma, 2012) estdo descritas na Tabela 1. Os esteroides foram aplicados no
mesmo horario, uma vez por semana (as tergas-feiras), durante 60 dias. Nos grupos Controle
foi administrada solug¢do fisiologica em mesmo volume que as aplicacdes isoladas dos

farmacos (Ribeiro et al., 2014).

Tabela 1 - Grupos de animais conforme substancia injetada e dosagem.

Grupos Total de Substancia injetada Dosagem Treinamento
animais
Controle 10 machos Solugao fisiologica 0,9%  0,02ml Natagao
Dura 10 machos Durateston® 83,3mg/Kg Natagao
Deca 10 machos Deca Durabolin® 16,7mg/kg Natacao
Dura-Deca 10 machos Durateston® + 83,3mg/Kg Natagao
Deca Durabolin® 16,7mg/kg

Durante o tratamento farmacologico, os animais foram submetidos a natagdo por 5
minutos, trés vezes por semana (segundas, quartas e sextas-feiras), em um recipiente de

plastico medindo 43x34x26cm, contendo agua a temperatura de 24-26°C e a uma altura
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suficiente para que os animais ndo conseguissem sair do recipiente nem se apoiar em seu
fundo (Ribeiro et al., 2014).

Decorridos 60 dias, os animais foram eutanasiados por inalacao de isoflurano para
posterior craniotomia. Os encéfalos foram removidos inteiramente, lavados em solucao
fisiologica e fixados em paraformaldeido a 4% em tampao fosfato por vinte e quatro horas
(Rabinowicz et al., 2009). Apos esse periodo, procedeu-se a sequéncia padronizada nos
processamentos histologicos convencionais: desidratacao em alcool, diafanizagdo em xilol e
inclusdo em parafina.

De cada encéfalo foram retiradas amostras seriadas e homotipicas em cortes
frontais (Damido et al., 2012; von Bartheld et al., 2016) com espessura de 7um em micrétomo
Yidi YD-315. Para avaliar as areas estabelecidas para o estudo (Franklin e Paxinos, 2007), o
material foi corado com violeta cresil (Kadar et al., 2010; von Bartheld et al., 2016). Essa
técnica permite a visualizagdo dos Corpusculos de Nissl dos corpos de neurdnios, o que
possibilita marcar forte e individualmente cada célula para posterior contagem em
microscopia optica (Kadar et al., 2010; Damiao et al., 2012; Garcia-Cabezas et al., 2016).

Para a andlise quantitativa de corpos celulares de neurdnios, empregou-se a
metodologia de contagem aleatéria simples (Mandarim-de-Lacerda, 2003; Boyce et al., 2010;
Muhlfeld et al., 2010).

A determinagdo das areas estudadas confere com a representacdo da imagem 43
do atlas de estereotaxia de Franklin e Paxinos (Franklin e Paxinos, 2007): a Amigdala
Basolateral (BLA) se encontra em um plano frontal, no qual € possivel observar os ventriculos
laterais, o terceiro ventriculo dorsal e ventral e o giro do cingulo invaginando em dire¢ao ao
corpo caloso. Somada a essas referéncias, a BLA possui como caracteristica um formato bem
delimitado em “gota” (Figura 1). Para a Amigdala Central, basta observar, nesse mesmo
plano, um adensamento de corpos de neurdnios mediais a BLA.

Cada divisdao do corpo amigdaloide (BLA ou AC) teve duas areas quantificadas
por hemisfério, totalizando 4 areas por corte. Para evitar a contagem da mesma célula mais de
uma vez, foram analisados 3 cortes semi-seriados por animal, totalizando 12 campos
histolégicos por nucleo estudado para cada animal. Como foram quantificadas duas divisdes
(BLA) e (AC), obteve-se um total de 24 areas por animal. Assim, para a amostra utilizada, foi

quantificado o total de 960 areas em um aumento de 400 vezes.



36

Figura 1 — Fotomicrografia de corte frontal de cérebro de
camundongo corado com violeta cresil, ilustrando as areas
estudadas: AC (Amigdala Central e BLA (Amigdala
Basolateral). Aumento de 50x. Imagem do autor.

A contagem foi feita com auxilio de uma area teste (counting frame) medindo
120,75 cm®. Foram quantificados os corpos celulares que apresentavam nucléolo, dispostos
dentro da area teste e na linha de inclusdo (tracejada em verde). Foram excluidas as células
nas linhas continuas em vermelho (Mandarim-de-Lacerda 2003, Damido, Souza et al. 2012,
Ribeiro, Silva et al. 2014) (Figura 2). Todas as analises foram feitas em um computador com
o Sistema Analisador de Imagens Axiovision4 Module Interactive Measurement acoplado ao
microscopio AxioScope Al da Carl Zeiss®.

O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. A analise
estatistica foi realizada por meio de Analise de Variancia (One-Way ANOVA), seguida do
teste de comparagdes de médias de Tukey. Utilizou-se o software GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) e foi adotado o nivel de significancia de 5% para

todas as analises.
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Figura 2 — Area teste utilizada (counting frame). Foram
quantificadas somente células inseridas no quadrante ou
na linha tracejada, excluindo-se as que tocassem a linha
continua. Imagem do autor.

RESULTADOS

Amigdala Basolateral (BLA)

Houve reducdo significativa da média de corpos celulares de neurdnios ao se
comparar os grupos que receberam os EAAs com o controle. Na Tabela 2 ¢ possivel observar
os valores absolutos da média da quantificagdo de corpos celulares de neurdnios com seu
desvio-padrdo, os resultados do teste de Tukey e a porcentagem de reducdo do nimero de
corpos de neurdnios para os grupos comparados.

A Tabela 2 fornece um panorama dos dados, comprovando a redugdo significativa
do niimero de corpos de neurdnios da BLA pelo teste de Tukey. Nao ha diferenca estatistica
entre os grupos que receberam Durateston® (grupo Dura), Deca Durabolin® (grupo Deca) e a

combinag¢do Durateston® e Deca Durabolin® (grupo Dura-Deca).
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Tabela 2 - Médias e desvio-padrao da quantificacdo de corpos celulares

de neurdnios da Amigdala Basolateral (BLA).

Grupos Quantificacao Teste de Porcentagem
na BLA Tukey* de reducdo

Controle 10,95 +£2,62 a -

Dura 8,38 +1,88 b 23,47%

Deca 8,20 £1,91 b 25,11%

Dura-Deca 6,97 +1,85 b 36,35%

*Letras diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Amigdala Central (AC)

Houve reducdo significativa da média de corpos celulares de neurdnios ao se

comparar os grupos que receberam os EAAs com o Controle. Na Tabela 3 ¢ possivel observar

os valores absolutos da média da quantificagdo de corpos celulares de neur6nios com seu

desvio-padrao, os resultados do teste de Tukey e a porcentagem de redugdo do niimero de

corpos de neurdnios entre os grupos comparados.

A Tabela 3 fornece um panorama dos dados comprovando a redugdo significativa

do nimero de corpos de neurdnios da AC pelo teste de Tukey. Nao ha diferenga estatistica

entre os grupos que receberam Durateston® (grupo Dura), Deca Durabolin® (grupo Deca) e a

combinag¢do Durateston® e Deca Durabolin® (grupo Dura-Deca).

Tabela 3 - Médias e desvio-padrao da quantificagdo de corpos celulares

de neurdnios da Amigdala Central (AC)

Grupos Quantificacao Teste de Porcentagem
na BLA Tukey* de redugao*

Controle 24,78 £2,36 a -

Dura 19,73 £3,02 b 20,38%

Deca 18,92 +1,77 b 23,65%

Dura-Deca 17,61 £2,18 b 28,93%

*Letras diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey a 5% de significincia.

DISCUSSAO

A reducdo na densidade

de corpos de neurdnios pelo uso de doses

suprafisioldgicas de EAAs na Amigdala Basolateral (BLA) e Central (AC) sugerem efeito
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neurotdxico dessas substincias (Pomara et al., 2015) e sdo indicativos de morte neuronal
(Caraci et al., 2011). Carmo et al., 2012 relatam que concentracdes elevadas de metabolitos de
EAAs e de testosterona podem alterar os neuronios, provocando modificagdes bioquimicas,
funcionais e morfologicas, culminando na morte celular (Carmo et al., 2012). Estudando os
efeitos potencialmente neurodegenerativos de EAAs, Scaccianoce, 2013 relata o aumento na
suscetibilidade a estimulos apoptdticos neuronais na presenga de altas doses dessas
substancias (Scaccianoce et al., 2013).

Areas cerebrais fundamentalmente envolvidas nas respostas emocionais ¢ no
comportamento agressivo apresentam dentre seus neurotransmissores, dopamina e serotonina
(Wommack e Delville, 2002; Pirnik e Kiss, 2005), sendo a presenca de ambas confirmada no
corpo amigdaloide (Schwartzer e Melloni, 2010; Wassum e Izquierdo, 2015). Essas
monoaminas sao afetadas em experimentos animais com uso de EAAs: Tucci et al
encontraram niveis reduzidos de dopamina e serotonina no prosencéfalo de ratos que
receberam o uso cronico e abusivo de estanozolol (Tucci et al., 2012). Ricci et al. trabalhando
com doses de trés EAAs em hamsters, observaram niveis reduzidos de serotonina no corpo
amigdaloide dos animais (Ricci et al., 2012).

O uso abusivo de esteroides anabolizantes reduz os niveis de RNA mensageiro de
receptores de serotonina no cortex pré-frontal, hipocampo, hipotilamo e no corpo
amigdaloide (Ambar e Chiavegatto, 2009). A menor captacdo dessas substincias fornece
pistas sobre alteracdes comportamentais (ansiedade, agressividade e comportamento
competitivo) apresentadas pelos usudrios de doses suprafisiologicas de EAAs (Pope et al.,
2014; Pomara et al., 2015).

Apesar de subcorticais, neuronios da BLA se assemelham bastante aos do cortex
cerebral, havendo duas subpopulagdes de destaque: um grupo majoritdrio de neurdnios de
projecao, que utiliza o glutamato como neurotransmissor excitatério, €, em menor propor¢ao,
interneurdnios esparsos, que utilizam o 4cido gama-aminobutirico (GABA) como
neurotransmissor inibitéorio (McDonald e Zaric, 2015). Os neurénios da AC possuem
multiplos dendritos, que se ramificam profusamente, sendo, em sua maioria, neuroénios de
projecao, embora exista um grupo celular relacionado aos circuitos internos do corpo
amigdaloide. Ainda que principalmente GABA¢rgica, a neurotransmissdo glutamatérgica
também ¢ relatada no ntcleo central da amigdala, sofrendo aumento em resposta a ansiedade
e a estressores agudos (Silberman e Winder, 2013; Silberman et al., 2015).

A excitabilidade do corpo amigdaloide ¢ mediada principalmente por sinalizagao

glutamatérgica, que pode ser aumentada por diferentes condi¢des (Benini e Avoli, 2006;
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Rosenkranz et al., 2010; Tran et al., 2013). A queda na concentra¢do de serotonina no corpo
amigdaloide provocada pelo uso de EAAs (Ricci et al., 2012; Tucci et al., 2012) pode induzir
mudangas como o aumento da expressdao do receptor de glutamato GluR 1, o que favorece a
neurotransmissao glutamatérgica gerando hiperexcitabilidade neuronal (Tran et al., 2013). Ha
trabalhos sugerindo que o consumo de doses suprafisiologicas de EAAs eleva a transmissao
glutamatérgica, aumentando a probabilidade de ligacdo com seu receptor agonista, N-Metil-
D-Aspartato (NMDA) (Fischer, Ricci e Melloni Junior, 2007; Ventriglia ¢ Di Maio, 2013;
Siddiqui et al., 2016).

Orlando et al. (2007) descreveram o efeito da testosterona e de trés de seus
derivados (nandrolona, estanozolol e gestrinona) sobre a morte neuronal induzida por NMDA
em culturas primarias de células do cortex de ratos, sugerindo que altas doses da testosterona
aumentam a vulnerabilidade neuronal, ocorrendo uma maior citotoxicidade e facilitando a
morte celular (Orlando et al., 2007). Caraci et al., 2011 observaram resultados semelhantes de
neurotoxicidade de EAAs em cultura de neurdnios corticais (Caraci et al., 2011). A liberacao
excessiva de glutamato e sobreativacao de receptores NMDA que ocorre em certas condig¢des
provoca um aumento de Ca’’ inntracelular. Se ndo for impedida, a supraestimulacio dos
receptores de glutamato resulta num aumento secundario e sustentado da concentracao
intracelular de Ca*", considerado um ponto de nio retorno no disparo da morte celular (Sattler
e Tymianski, 2000; Araujo et al., 2010; Wang et al., 2012).

Um dos resultados esperados era de que no grupo tratado com os anabolizantes
combinados Durateston® e Deca houvesse uma reducao de neurdnios em relagao aos demais
tratamentos farmacologicos, entretanto ndo houve diferenga significativa, o que pode ser
explicado devido a uma possivel saturacdo dos receptores. O aumento da quantidade de
receptores nao ocorreu na mesma proporcao que a concentragdo do ligante (EAAs), podendo
esclarecer o resultado nao significativo para essa avaliacao (Venkitakrishnan et al., 2012; Lin
etal., 2013).

Para melhor conhecimento dos efeitos neurotdxicos acarretados pelo uso de doses
suprafisioldgicas de esteroides androgénicos anabolizantes (EAAs) sugerem-se novas
pesquisas envolvendo caracteristicas bioquimicas e/ou moleculares dessas substancias no
sistema nervoso central. Assim, seriam mais bem compreendidas as mudangas
comportamentais relatadas pelos usuarios de EAAs relacionadas as alteragdes do corpo
amigdaloide como, por exemplo, ansiedade, medo, agressividade e até transtornos obsessivos

e sindrome do panico.
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CONCLUSAO

Os resultados da quantificagdo neuronal demonstraram que houve diminuicao do
nimero de corpos celulares de neurdnios na Amigdala Basolateral e na Amigdala Central de
camundongos sob o uso de doses suprafisiologicas isoladas e combinadas de Deca

Durabolin® e Durateston® para ambas as substancias testadas, isoladamente e combinadas.
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3 DISCUSSAO

Sao conhecidas as relagdes deletérias somaticas provocadas por elevadas doses de
EAAs. A recente literatura consultada ¢ unanime em afirmar que muitas dessas alteracdes
derivam da supressdo do eixo hipotadlamo-hipo6fise-suprarrenal, afetando a producdo e/ou a
secrecdo de hormonios reguladores da tireoide, das gonadas, controladores do equilibrio
hidrico, e das fungdes cardiovasculares (Alkemade, 2015; Chitravanshi et al., 2015; Lozic et
al., 2016; Manojlovic-Stojanoski et al., 2016).

Outros trabalhos associam o abuso dos EAAs a efeitos colaterais psicogénicos,
incluindo dependéncia quimica, comportamento agressivo e violento (Grimes et al., 2006;
Cunningham et al., 2007). Entretanto, ha poucos estudos associando o uso de EAAs a
diminui¢do no numero de corpos de neurdnios (Damido et al., 2012).

O hipotdlamo ¢ um importante centro neuroendocrino e seus nucleos sao
fundamentais no controle da homeostasia (Bouret, 2013; Pearson e Placzek, 2013; Cornejo et
al., 2016). Dentre os resultados do artigo 1 da presente tese, doses suprafisioldgicas de
Winstrol® e de Deposteron® reduziram significativamente a média total do ntimero de
células do Nucleo Arqueado (ARC) ao se comparar com o grupo Controle dos machos. Ainda
que ndo tenha obtido o mesmo resultado para o Nucleo Paraventricular (PVN), devido as
amplas proje¢des do ARC a outros nucleos hipotalamicos, inclusive ao PVN (Sutton et al.,
2016), podemos compreender as alteragdes advindas do uso abusivo de EAAs: variagdes nos
hormonios tireoidianos (Kersey et al., 2012), reten¢do hidrica, sintomas cardiovasculares
(Dotson e Brown, 2007; Kersey et al., 2012; Pope et al., 2014; Pomara et al., 2015), alteracdes
no perfil lipidico, redugdo da fertilidade e flutuacdes da libido (Dotson e Brown, 2007; Kersey
etal., 2012; Pope et al., 2014).

A estrutura envolvida com a analise do uso de EAAs no artigo 2 da presente tese
foi o corpo amigdaloide, responsavel pela regulagdo de comportamentos emocionais (Vann,
2013; Duvarci e Pare, 2014). Foram quantificados corpos de neurdnios da Amigdala
Basolateral (BLA) e da Amigdala Central (AC) de camundongos machos que receberam
doses suprafisiologicas de Durateston® e Deca Durabolin®. Houve redugdo significativa do
nimero médio de corpos de neurdnios para os dois farmacos ao se comparar com 0 grupo
Controle. Os aspectos farmacoldgicos dessas substincias fornecem evidéncias sobre como
ocorre a reducdo do nimero médio de neurdénios e quais suas consequéncias na ansiedade,
memoria (Christian et al.,, 2013; Silberman e Winder, 2013) e agressividade (Adams e

Moghaddam, 2000; Wommack e Delville, 2002; Pirnik e Kiss, 2005).
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Além do corpo amigdaloide, outras regides cerebrais estdo envolvidas no controle
dessas fungdes, inclusive o hipotdlamo (Phan et al., 2002; de Gelder et al., 2004; Hoistad e
Barbas, 2008; Sokolowski et al., 2016), destacando-se a Area Hipotalamica Lateral, o Nucleo
Ventromedial e o Nucleo Arqueado (Sokolowski et al., 2016). Embora este ultimo seja mais
relacionado ao metabolismo energético (Morton et al., 2006; Sternson, 2013; Sokolowski et
al., 2016), também ¢ implicado no acasalamento e em respostas ao estresse (Sokolowski et al.,
2015; Sokolowski et al., 2016). O corpo amigdaloide e o hipotdlamo estdo de tal forma
interligados que, em situacdes estressoras, ocorrem mudangas em todo o individuo. Um
exemplo ¢ a “resposta de luta ou fuga” em que a estimulagdo do corpo amigdaloide, em
conjunto com outras areas, desencadeia estimulos excitatorios que atingem o PVN, principal
nucleo hipotaldmico controlador do sistema nervoso autonomo, provocando uma resposta
fisiologica ao estresse ou a ameaca (Ferguson et al., 2008; Catterall, 2015; Galassi et al.,
2016; Sutton et al., 2016).

As interacdes entre as estruturas pesquisadas também interferem na alimentagao.
As acdes que controlam a ingestdo de alimentos envolvem niveis de hormonios reguladores
do apetite (leptina, insulina, grelina) que ativam neurénios do ARC (Yasrebi et al., 2016). A
partir desse nticleo as projecdes se conectam a areas como o PVN e o corpo amigdaloide
(Boghossian et al., 2010; Sutton et al., 2016). Embora seja de menor importancia para o
controle alimentar, o corpo amigdaloide parece estar envolvido nas caracteristicas
relacionadas ao tipo de macronutriente a ser ingerido, particularmente, lipidios (Boghossian et
al., 2010; Parker e Bloom, 2012).

Ainda que os resultados do Artigo 1 apresentem significancia somente nos
machos, a reducdo do numero médio de neuronios das areas avaliadas indica que o uso de
EAAs leva a consequéncias como a morte celular, corroborando com trabalhos que relatam a
neurotoxicidade dessas substancias (Orlando et al., 2007; Damido et al., 2012; Ma e Liu,
2015; Pomara et al., 2015). O uso de EAAs provoca modificagdes no sistema
monoaminérgico, reduzindo os niveis de dopamina e serotonina centrais (Ambar e
Chiavegatto, 2009; Ricci et al., 2012; Tucci et al., 2012). A medida que os niveis de
serotonina retraem, ocorre o favorecimento da neurotransmissdo glutamatérgica excitatoria
com liberagdo excessiva de glutamato, o que pode ocasionar um elevado influxo de Ca™ no
neurdnio e morte celular (Sattler e Tymianski, 2000; Orlando et al., 2007; Araujo et al., 2010;
Caraci et al., 2011; Wang et al., 2012).

Poucos estudos, até o presente momento, relacionam o uso de EAAs a diminui¢ao

no nimero de corpos de neurdnios. A maioria dos trabalhos publicados esta associada aos
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efeitos colaterais psicogénicos de altas doses dessas substancias, incluindo comportamento
agressivo, violento e dependéncia quimica (Cunningham et al., 2007; Damiao et al., 2012). A
redu¢do do numero médio de neurdnios das areas avaliadas pode explicar as alteracdes
comportamentais apresentadas pelos usudrios que respondem exageradamente a situacdes
estressoras (Sokolowski et al., 2016), inclusive chegando a cometer atos violentos (Klotz et
al., 2007; Lundholm et al., 2010).

Essa reducdo também pode influenciar, ao menos em parte, o principal efeito
estético esperado desses farmacos entre ndo atletas: mudanga na composicdo corporal —
reducdo de gordura e aumento da massa magra (Dotson e Brown, 2007; Kersey et al., 2012;
Pope et al., 2014). Entretanto, a perda de células do ARC também se relaciona aos muitos
efeitos adversos dos EAAs, como mau funcionamento da tireoide (Kersey et al., 2012),
retencao hidrica, altera¢des cardiovasculares e hipertensao (Dotson e Brown, 2007; Kersey et
al., 2012; Pope et al., 2014; Pomara et al., 2015), além das alteragdes no perfil lipidico,
reducdo da fertilidade e flutuagdes da libido (Dotson e Brown, 2007; Kersey et al., 2012; Pope
etal., 2014).

Para melhor elucidacao dos efeitos que podem ser provocados pelo uso abusivo de
EAAs sugerem-se mais pesquisas a fim de compreender exatamente o significado clinico da
perda neuronal envolvida no hipotalamo e no corpo amigdaloide. Para essa analise, seriam
necessarios estudos com um periodo de exposi¢do ao tratamento mais longo e com outros
métodos, bioquimicos ou moleculares, a fim de avaliar as substancias quimicas envolvidas

que podem ser sintetizadas e liberadas por indu¢do da administracdo dos EAAs.
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4 CONCLUSAO

De acordo com os resultados apresentados e discutidos nos dois artigos, pode-se

concluir que o uso de doses suprafisioldgicas de Esteroides Androgénicos Anabolizantes:

1.

Reduziu o niimero de corpos celulares de neurdnios do Nucleo Arqueado em

camundongos machos que receberam Winstrol® ou Deposteron®;

. Nao alterou o numero de corpos celulares de neurdnios do Ntcleo

Paraventricular em camundongos machos que receberam Winstrol® ou

Deposteron®;

. Nao alterou o nimero de corpos celulares de neurdnios dos Nucleos Arqueado

e Paraventricular em camundongos fémeas que receberam Winstrol® ou

Deposteron®;

. Nao houve diferenga estatisticamente significativa no nimero de corpos

celulares de neurdnios dos Nucleos Arqueado e Paraventricular ao comparar

machos e fémeas que receberam Winstrol® ou Deposteron®;

. Reduziu o ntimero de corpos celulares de neurdnios na Amigdala Basolateral e

na Amigdala Central, em camundongos machos que receberam doses isoladas

ou combinadas de Deca Durabolin® e Durateston®.
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APENDICE 1 - Versio em portugués do item 2.1

Analise dos Efeitos Quantitativos de Doses Suprafisiologicas de Esteroides
Androgénicos Anabolizantes em neuronios dos Nucleos Arqueado e

Paraventricular do Hipotalamo de Camundongos

Valério Landim de Almeidal*, Alessandra Estevesz, Wagner Costa Rossi Juniorz, Bruno

Damido’ e Fausto Berzin'

"Departamento de Morfologia, Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade

Estadual de Campinas, Piracicaba, Sao Paulo, Brazil

ZDepartamento de Anatomia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de

Alfenas, Alfenas-MG, Brasil.

Resumo: Os Esteroides Androgénicos Anabolizantes (EAAs) sdo sintetizados a partir da
testosterona. Seu uso irregular, sem indicacdo médica, comegou a crescer entre a populagdo a
partir da década de 1980. Embora existam trabalhados alertando sobre os efeitos deletérios
desses farmacos, ainda sdo muito consumidos entre os jovens que desejam uma aparéncia
magra ¢ musculosa ou para promover o alivio da fadiga e melhora do desempenho fisico.
Entretanto, ha evidéncias sobre seu potencial neurodegenerativo. Objetivo: Avaliar os efeitos
quantitativos em corpos celulares de neurdnios dos nucleos paraventricular e arqueado do
hipotadlamo de camundongos que receberam doses suprafisiologicas de EAAs. Métodos:
Foram utilizados 60 camundongos da linhagem Swiss, divididos em 3 grupos (n=20, com 10
machos e 10 fémeas): G1, em que foi administrado Deposteron® (cipionato de testosterona);
G2, em que foi administrado Winstrol® (stanozolol); e G3, Controle, recebeu solucdo
fisioldgica. Os animais foram tratados por 30 dias com a administracdo dos fdrmacos e a
pratica de natacao. Para a analise quantitativa de corpos celulares de neuronios, empregou-se
uma técnica de estereologia. Resultados: Houve reducdo significativa no nimero de
neuronios do ARC para os machos tratados com Deposteron (p=0,0489) e Winstrol
(p=0,0004) em relagdo ao grupo Controle. Nao houve resultado significativo para o PVN de
machos nem para o ARC e o PVN nas fémeas. Conclusdo: Administracdo de doses
suprafisioldgicas de EAAs provoca redu¢do do numero de neurdnios nos camundongos
machos no nucleo arqueado do hipotalamo.

Palavras-chave: Esteroides; Nucleo Arqueado do Hipotdlamo; Nucleo Hipotalamico
Paraventricular; Hipotalamo; Estanozolol; Testosterona; Camundongos.
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Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas, Piracicaba, Sdo Paulo. Enderego: Av.
Limeira, 901, Areido, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil. CEP: 13414-018. Tel/Fax: +55-19-2106-5200;
Email: valerioalmeida@msn.com
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1. INTRODUCAO

1.1 Esteroides Androgénicos Anabolizantes (EAAs)

Hormonios sdo compostos produzidos pelo sistema enddcrino que, ao atingirem
os Orgdos-alvo, regulam quimicamente func¢des corporais especificas, interferindo nas
atividades celulares. Uma das classificacdes ¢ o grupo dos esteroides, que apresenta uma
estrutura quimica formada por quatro anéis de carbono. Esses hormodnios t€ém o colesterol
como precursor € sdo produzidos pelas gonadas, cortex da suprarrenal e pelos metabodlitos
ativos da vitamina D [1, 2].

Dentre os hormdnios sexuais, existem a progesterona e o estrogénio secretados
nos ovarios e a testosterona, nos testiculos. A testosterona ¢ androgénica e anabolica,
relacionando-se tanto a caracteristicas masculinizantes quanto ao desenvolvimento tecidual
[2]. Dessarte, a testosterona ¢ um Esteroide Androgénico Anabolizante (EAA) e suas agdes
atingem varios tecidos além do muscular e esquelético, incluindo o reprodutor, hepatico,
renal, hematopoiético e nervoso [1].

O grupo de EAAs abrange uma familia de hormonios lipofilicos derivados do
colesterol que inclui o horménio natural masculino, testosterona, juntamente com seus
derivados sintéticos [3-5]. Atletas olimpicos, na Grécia antiga, ja usavam uma variedade de
pogdes, plantas e extratos de origem animal para potencializar o desempenho nos esportes [6].
No século XIX houve uma série de experimentos que tinham como objetivos o
rejuvenescimento, aumento de for¢a e condicionamento fisico [1, 7, 8].

Em 1935, a testosterona foi quimicamente isolada e, em seguida, sinteticamente
desenvolvida a partir do colesterol [1, 8]. O uso clinico de EAAs se estendeu, a partir da
década de 1940, nas terapias de reposicao hormonal, no tratamento de doengas cronicas
debilitantes, anemias, queimaduras, uso em alguns tipos de trauma, cirurgias e na terapéutica
para controle da depressao, da melancolia e de alguns tipos de cancer [1, 8, 9].

Embora sejam substancias controladas em varios paises, inclusive nos Estados
Unidos e no Brasil, os EAAs para fins ndo medicinais sdo comercializados ilegalmente,
inclusive pela internet e nas proprias academias [8]. Comecaram a ser adquiridos pela
populacdo na década de 1980 e tornaram-se amplamente utilizados, especialmente entre os
jovens que desejam uma aparéncia magra e musculosa ou ainda para promover o alivio da
fadiga e a melhora do desempenho fisico, mesmo durante atividades recreativas entre nao

atletas [1, 4, 9, 10].
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1.2 Hipotalamo: Nucleos Arqueado e Paraventricular

O hipotalamo ¢ uma pequena area diencefalica bilateral, préxima ao terceiro
ventriculo que possui uma ampla colecdo de grupos celulares dispostos em nucleos [11].
Influenciado por sinais que carregam informagdes sobre os estados nutricionais e metabodlicos,
seus circuitos t€ém um papel essencial na homeostasia, assegurando que as respostas
fisiologicas estejam em sintonia com as exigéncias ambientais [12]. A regulagdo homeostatica
do balango energético depende da atividade dos circuitos neurais do hipotdlamo, em especial
relacionados ao Nucleo Arqueado (ARC) [13, 14], localizado bilateralmente proximo a regiao
inferior do terceiro ventriculo [15-18].

O ARC ¢ responsivo a uma variedade de hormoénios e nutrientes, incluindo
leptina, insulina, grelina, esteroides sexuais e glicose [12, 14-16, 18,19]. Seus neurdnios se
projetam a outras regides implicadas no controle da alimentagdao, como o Nucleo Dorsomedial
do Hipotalamo, a Area Hipotalamica Lateral e o Nucleo Paraventricular do Hipotalamo
(PVN) [12, 16]. Para que haja resposta as demandas energéticas de um animal sdo
particularmente relevantes as projecdes do ARC para o PVN [14, 20-22].

Lesoes nas células do PVN, aferentes em relacdo ao ARC, revelam a importancia
desse nucleo, uma vez que resultam em obesidade hiperfagica, enquanto que a ativagao dessas
células promove aumento do gasto energético e reducdo da ingestdo alimentar [14]. O PVN
exerce a fun¢do de um centro integrador do controle neuroenddcrino e autondmico [23]
atuando em outras fungdes importantes como produgao de leite, contragcdo uterina e o controle
do eixo hipotadlamo-hipofise-suprarrenal pela vasopressina e pelo hormonio liberador de
corticotropina, o que envolve equilibrio hidrico, controle cardiovascular [17, 23, 24] e dos
hormonios tireoidianos [25].

Ao observar o consumo indiscriminado dos EAAs e tendo em vista a relevancia
fisiologica do ARC e do PVN na integragdo de respostas essenciais a homeostase e ao
equilibrio energético, achamos por bem estudar quais os efeitos de doses suprafisioldgicas de
duas dessas substancias nos neurdnios de camundongos uma vez que ha semelhangas
estruturais com o encéfalo do ser humano.

Os objetivos do trabalho incluem avaliar quantitativamente os corpos celulares de
neurdénios nos Nucleos Paraventricular (PVN) e Arqueado (ARC) do hipotidlamo de
camundongos sob o uso de doses suprafisioldogicas de Deposteron® (cipionato de
testosterona) e Winstrol Depot® (estanozolol) e comparar os dados acima descritos entre

machos e fémeas.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 60 camundongos da linhagem Swiss, provenientes do Biotério
da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL- MG), sendo 30 machos ¢ 30 fémeas. Os
animais tinham 90 dias de idade (jovens adultos) e peso corporal entre 40 e 50 gramas. Foram
alojados em caixas contendo 5 animais cada, tratados com ra¢ao comercial, agua ad libitum e

mantidos em ciclo de 12 horas claro-escuro.

3. EXPERIMENTO

O tratamento farmacoldgico consistiu na aplica¢do intraperitoneal [26-28] dos
esteroides anabolizantes: Deposteron® (cipionato de Testosterona) do laboratério EMS Sigma
Pharma e Winstrol Depot® (estanozolol) do laboratorio Landerlan. As doses [29, 30] estdao
descritas na Tabela 1. Os esteroides foram aplicados no mesmo horario, duas vezes por
semana (as tercas e quintas-feiras), durante 30 dias. Nos grupos Controle foi administrada

solugdo fisioldgica em mesmo volume que as aplicacdes dos demais grupos [28] (Tabela 1).

Tabela 1 - Grupos de animais conforme substancia injetada e dosagem.

Grupos Animais Substancia injetada Dosagem Treinamento
Machos Fémeas
Deposteron 10 10 Deposteron® 0,8mg/kg Natagao
(cipionato de Testosterona)
Winstrol 10 10 Winstrol Depot® 1,8mg/kg Natagao
(estanozolol)
Controle 10 10 (Solugao fisiologica 0,9%) 0,04 ml/aplicagdo  Natagao

Trés vezes por semana, nos dias que intercalaram as aplicacdes dos EAAs
(segundas, quartas e sextas-feiras), os animais foram submetidos a natagdo por 5 (cinco)
minutos em um recipiente de plastico medindo 43x34x26cm contendo agua a temperatura de
24-26°C e a uma altura suficiente para que ndo conseguissem sair do recipiente nem se apoiar
em seu fundo [28].

Decorridos os 30 dias, os animais foram eutanasiados por inalacdo de isoflurano
para posterior craniotomia. Os encéfalos foram removidos inteiramente, lavados em solugdo
fisiologica e fixados em recipientes de vidro, contendo paraformaldeido a 4% em tampao
fosfato. O material de cada animal foi identificado e permaneceu imerso nessa solugdo
fixadora por vinte e quatro horas [31]. Apds esse periodo, procedeu-se a sequéncia
padronizada nos processamentos histolégicos convencionais: desidratacio em alcool,

diafaniza¢do em xilol e inclusdo em parafina.
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De cada encéfalo foram retiradas amostras seriadas e homotipicas em cortes
frontais [32-34] com espessura de 7um em micrétomo Yidi YD-315. Para avaliar as areas
estabelecidas para o estudo [35], o material foi corado com violeta cresil [33, 36]. Essa
técnica permite a visualizagdo dos corpusculos de Nissl dos corpos de neurdnios, o que
possibilita marcar forte e individualmente cada célula para posterior contagem em
microscopia optica [34, 36, 37].

Para a andlise quantitativa de corpos celulares de neurdnios, empregou-se a
metodologia de contagem aleatoria simples [38-40]. A determinacdo das areas estudadas
confere com a representacdo das imagens 37 e 44 do atlas de estereotaxia de Franklin e
Paxinos [35]: o Nucleo Paraventricular (PVN) se encontrava em um plano no qual era
possivel visualizar o Nucleo Supraquiasmatico; e o Nucleo Arqueado (ARC) se encontrava
em um plano na qual era possivel visualizar o Niucleo Dorsomedial.

Cada nucleo teve duas areas quantificadas por hemisfério, totalizando 4 areas por
corte. Para evitar a contagem da mesma célula mais de uma vez, foram analisados 3 cortes
semi-seriados por animal, totalizando 12 campos histologicos por nicleo estudado para cada
espécime. Como foram quantificados dois nucleos (PVN e ARC), obteve-se um total de 24
areas por animal. Assim, para a amostra utilizada, foi quantificado o total de 1440 areas em

um aumento de 400 vezes (Figura 1).

Figura 1 — Fotomicrografia em aumento gradual de corte frontal de cérebro de camundongo
para ilustrar o método utilizado: Os maiores adensamentos de neuronios da parte superior da
imagem (A-C) pertencem ao ARC. Os maiores adensamentos da parte inferior da imagem
(D-F) pertencem ao PVN. A andlise quantitativa foi realizada no aumento de 400x, visivel
em C e em F. Imagem do autor.
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A contagem foi feita com auxilio de uma area teste (couting frame), medindo
120,75 cm®. Foram quantificados os corpos celulares que apresentavam nucléolo, dispostos
dentro da area teste e na linha de inclusdo (tracejada em verde). Foram excluidas as células
nas linhas continuas em vermelho [28, 32, 38] (Figura 2). Todas as analises foram feitas em
um computador com o Sistema Analisador de Imagens Axiovision4 Module Interactive

Measurement, acoplado ao microscopio AxioScope A1 da Carl Zeiss®.

Figura 2 — A area teste utilizada (counting frame). Foram
quantificadas somente células inseridas no quadrante ou na
linha tracejada, excluindo-se as que tocassem a linha continua.

Imagem do autor.

A analise estatistica foi realizada por meio de Andlise de Variancia (ANOVA)
com esquema fatorial em delineamento inteiramente casualizado, seguida do teste de
comparagdes multiplas de Tukey. Utilizou-se o sistema estatistico R [4]1] com o pacote

ExpDes.pt [42] e, para todas as andlises, foi adotado o nivel de significancia de 5%.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Comparagdo entre os machos
Na Figura 3-A, observa-se o comparativo da quantificacdo neuronal nos diferentes

grupos entre os nucleos avaliados nos animais machos (médias e desvio-padrao). Para o grupo
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Controle houve diferenca significativa (p = 0,042) entre as médias de corpos de neuroénios ao
se comparar o ARC (41,49 +13,9) em relacdo ao PVN (35,21 £9,89). O tratamento com
Deposteron® também gerou reducdo na quantificacao neuronal (p = 0,0489) do ARC (25,81
+6,15) em relacao ao PVN (31,76 £9,7). Contudo, no tratamento com Winstrol Depot®, nao
se observou diferenga estatistica entre os nucleos.

A andlise neuronal do ARC nos machos (Figura 3-B) apresenta uma redugdo
significativa de células nervosas (p = 0,0004) quando se compara o grupo Controle (41,49
+13,9) com os animais tratados tanto com Deposteron® (25,81 £6,15) quanto com Winstrol
Depot® (22,66 £6,9), sendo os grupos tratados estatisticamente iguais. Contudo, a média do
nimero de neurdénios do PVN para os machos ndo apresenta diferenca estatistica ao se
comparar os diversos grupos (Figura 3-B).

Na comparagao do grupo controle entre os machos (Figura 3-A), observa-se maior
nimero de neurdnios para o Nucleo Arqueado (ARC) em relagdo ao Nucleo Paraventricular
(PVN). Embora o ARC geralmente se apresente em menor volume do que o PVN, suas
células também sdo menores, ao passo que o PVN possui divisdes conforme tamanho celular
e fungdo [14] - magnocelulares e parvocelulares [19, 36]. A analise estereologica utilizada
explica essa diferenca entre as populagdes celulares: quanto maior a célula, menos unidades

cabem no reticulo, [38-40], tornando o ARC mais populoso que o PVN.

A Média dos corpos celulares de B Maédia dos corpos celulares de
neurdnios nos diferentes grupos entre neurdnios entre os nucleos estudados
os nucleos estudados nos machos nos machos
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Figura 3 — Grafico A: Compara¢do do nimero médio de neurdnios nos diferentes grupos
entre os nucleos estudados nos machos e respectivos desvios-padrao. Grafico B: Comparagao
do niimero médio de neurdnios dos nucleos entre os grupos nos machos e respectivos desvios-
padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas a 5% pelo teste de Tukey.

Dentre os Esteroides Androgénicos Anabolizantes (EAAs) usados no trabalho, o

Deposteron® ¢ bastante lipossoluvel, inclusive se encontra em meio oleoso, diferentemente
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do Wintrol Depot®, cujo veiculo é aquoso, fato que dificultaria a travessia da barreira
hematoencefalica deste ultimo [28]. Como ambos apresentaram efeitos estatisticamente iguais
no ARC (Figura 3-B), podemos inferir que a acdo dos EAAs no ARC pode ser exacerbada
pela proximidade do nucleo com um dos 6rgaos circunventriculares: a eminéncia mediana. O
ARC ¢ adjacente a essa estrutura, regido livre de barreira hematoenceféalica que permite maior
liberdade de fluxo de substancias pelos capilares fenestrados [13, 14, 17]. Essa proximidade
pode tornar a regido um alvo neuronal mais suscetivel que o PVN conforme se observa na
Figura 3-B.

Outro fator ja descrito ¢ a heterogeneidade na populacao celular do PVN [19, 36]
que pode reagir de modo diverso a essas substancias conforme os receptores nucleares de suas
células o que diminuiria os efeitos diretos nesse nucleo hipotalamico. Embora nao haja
alteragOes significativas na quantificagdo neuronal do PVN, ¢ imprudente afirmar que os
EAAs ndo exergam acdo nessa estrutura, visto que muitas das aferéncias que chegam ao

nucleo partem do ARC [12, 16, 22].

4.2 Comparagdo entre as fémeas

Para o nivel de significancia adotado, os resultados indicam que ndo houve
alteracdo referente a quantidade média de corpos celulares de neurdnios nos nucleos ARC e
PVN de fémeas para os grupos avaliados (Figura 4-A). Resultado semelhante foi obtido ao se

comparar os diferentes grupos para cada nicleo, ARC e PVN. (Figura 4-B).

A Meédia dos corpos celulares de B Meédia dos corpos celulares de
neurdnios nos diferentes grupos entre neuronios entre os nucleos estudados
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Figura 4 — Grafico A: Comparacdo do nimero médio de neurdnios nos diferentes grupos
entre os nucleos estudados nas fémeas e respectivos desvios-padrao. Grafico B: Comparagao
do nimero médio de neurdnios dos nucleos entre os grupos nas fémeas e respectivos desvios-
padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas a 5% pelo teste de Tukey.
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Diferentemente das fémeas (Figura 4-B), os machos sofreram perdas celulares
significativas no ARC (Figura 3-B). Um importante fator a considerar ¢ a presenga da
testosterona endogena em niveis mais elevados nos machos [1, 43]. Trabalhando com
camundongos, Ribeiro et al.,, 2014 citam que os EAAs podem modular os receptores
hormonais nucleares e provocar alteragdes mais significativas nos machos, pois o nivel da
testosterona circulante continua maior que nas fémeas [28]. Na literatura, encontramos
registro do potencial neurotéxico da testosterona e do estanozolol, principio ativo do Winstrol
Depot® usado neste experimento [4]. Orlando et al., 2007 constataram que o estanozolol
intensificou a morte de neuronios induzida por N-metil-D-aspartato (NMDA) [44]. Esses
trabalhos sugerem agdes nocivas desses compostos nos neurdnios € vém ao encontro dos
nossos resultados. Corroboram outros estudos em que foram avaliados efeitos de EAAs em
neurdnios do cortex cerebral de ratos [32], em hipocampo de ratos [45] e em células de
purkinje do cerebelo de camundongos [28]. Também ha trabalhos em que foi observada a
reducdo da densidade dendritica da medula espinal [46], confirmando a neurotoxicidade dos
EAAs [4].

A auséncia de efeitos significativos nas fémeas pode ser explicada pelo fator de
neuroprote¢do dos hormdnios femininos endogenos. O esteroide 17p-estradiol (E2) regula
muitos aspectos da homeostase por meio de mecanismos centrais via receptor de esteroide
nuclear ERa, que ¢ altamente expresso no ARC [19, 47]. Alguns trabalhos relacionam a
protecdo do estradiol contra o excesso de glutamato (potencialmente neurotoxico) em
acidentes vasculares cerebrais isquémicos e em hipoxia [6, 48, 49]. Também ha relato de
protecdo neuronal contra a morte celular induzida pelo glutamato em neurdnios hipocampais

de porquinhos da india [50].

4.3 Comparagdo entre machos e fémeas

Os resultados fornecem um quadro da quantificacio de corpos celulares de
neurdnios entre machos e fémeas de acordo com o grupo e areas estudadas. A Figura 5-A
revela que para o Nucleo Arqueado (ARC), ao se comparar animais machos e fémeas do
grupo Controle, houve diferenca significativa (p = 0,005), sendo a média de corpos de
neurdnios dos machos (41,49 £13,9) maior que das fémeas (27,78 +6,06). Para os grupos que
receberam EAAs ndo houve alteracdo significativa na quantificagdo.

Em relagdo aos neurénios do Nucleo Paraventricular (PVN) nao houve diferenca
estatisticamente significativa ao comparar machos e fémeas entre os diferentes grupos (Figura

5-B).
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A Meédia dos corpos celulares de B Média dos corpos celulares de

neurdnios do niicleo arqueado entre os neuronios do nucleo paraventricular
entre os sexos
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Figura 5 — Comparacao do nimero médio de neurdnios nos diferentes grupos entre 0s sexos
para o nucleo arqueado (Grafico A) e para o nucleo paraventricular (Grafico B) e respectivos
desvios-padrdo. Letras diferentes representam diferencas significativas a 5% pelo teste de
Tukey.

Na comparagdo geral entre machos e fémeas, observa-se dimorfismo no grupo
Controle para o ARC de modo que esse nucleo nas fémeas possui um niamero menor de
células que nos machos (Figura 5-A). Um detalhado estudo com ratos encontrou resultado
semelhante, contudo a fémea apresentou mais células que o macho no PVN [51], resultado
diferente do presente trabalho (Figura 5-B). Um estudo classico em humanos ndo encontrou
diferenca estatistica entre os sexos ao avaliar volume do nucleo, didametro médio, densidade
celular e nimero total de células [34]. Trabalhos atuais comparam grupos especificos de
neurdnios entre os sexos [19, 52], neurotransmissores ou receptores [47, 53], mas nao trazem
informagdes sobre diferencas na quantificagdao neuronal total.

O maior niimero de células encontrado no ARC dos machos Controle (Figura 5-
A) também pode ser explicado pela relacdo do nucleo com os esteroides sexuais. Equilibrio
energético e composicdo corporal mediados pelo ARC sdo influenciados pelos esteroides
sexuais, portanto ha dimorfismo entre os nucleos conforme o sexo para a espécie humana e
para modelos animais [13, 52].

E importante ressaltar a atuagdo do ARC para o metabolismo visto que age na
integragdo de sinais periféricos e centrais para controle da homeostase. Sob o comando de
hormdnios reguladores do apetite (leptina, insulina e grelina) pode ativar grupos de neuronios
controladores da ingestdo de alimentos [19]. Como a leptina ¢ produzida pelo tecido adiposo
branco em propor¢do aproximada as reservas de triglicérides, fornece ao hipotalamo
condigdes para o controle do gasto energético e da termogénese. A partir do ARC, as

projecdes seguem suas vias, inclusive para o PVN [14]. Além dessas fungdes, também
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podemos citar a ativagdo autondmica da atividade cardiovascular apds estimulagdo do ARC
que ¢ mediada por projecdes do PVN [17, 23], assim como o controle dos hormdnios
tireoidianos [25], corticosteroides suprarrenais [24] e balanco hidrico [23].

Embora os resultados sejam significativos somente nos machos (Figura 3-B x
Figura 4-B), indicam que o uso abusivo dos EAAs leva a consequéncias como a morte celular
de neuronios do ARC, o que pode influenciar, a0 menos em parte, no principal efeito estético
esperado desses farmacos entre nao atletas: mudanca na composi¢ao corporal — redugdo de
gordura e aumento da massa magra [1, 6, 8]. Entretanto, a perda de células do ARC poderia
também se relacionar aos muitos efeitos adversos dos EAAs, como malfuncionamento da
tireoide [1], reten¢do hidrica, alteragdes cardiovasculares e hipertensdo [1, 4, 6, 8], além das
alteragdes no perfil lipidico, reducao da fertilidade e flutuagdes da libido [1, 6, 8].

Para melhor elucidacao dos efeitos que podem ser provocados pelo uso abusivo de
EAAs faz-se necessario a realizacdo de outras pesquisas a fim de compreender o quanto esses
farmacos sao capazes de influenciar as conexdes que envolvem ARC e PVN. Para essa andlise
seriam necessarios estudos com um periodo de exposicao ao tratamento mais longo € com
outros métodos, bioquimicos ou moleculares, a fim de avaliar as substancias quimicas

envolvidas que podem ser sintetizadas e liberadas por indu¢do da administragdo dos EAAs.

5. CONCLUSAO

Os resultados permitem concluir que nos animais machos houve redugdo de
corpos celulares do Nucleo Arqueado para ambas as substancias; entretanto, nao houve
diferenga estatistica em relagdo ao Nucleo Paraventricular na comparacdo entre os grupos
tratados com o Controle. Em compara¢do com o grupo Controle, as fémeas ndo apresentaram
diferenca significativa na quantificagdo de neur6nios para nenhum dos nucleos,
independentemente do farmaco envolvido. Também ndo houve diferenca estatisticamente
significativa no numero de corpos celulares de neuronios dos Nucleos Arqueado e

Paraventricular ao comparar machos e fémeas que receberam Winstrol® ou Deposteron®.

PROTOCOLO NORMATIVO RELATIVO AS HOMOLOGACOES,
REGISTROS E PROTECAO ANIMAL

O experimento estd em conformidade com os principios éticos, tendo sido
apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal (CEUA-UNIFAL-
MG) sob registro n® 414/2012.
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Os autores também confirmam que todos os procedimentos seguidos na pesquisa
estavam de acordo com os padrdes estabelecidos na oitava edi¢do do “Guia para o Cuidado e
Uso de Animais de Laboratério” (grants.nih.gov/grants/olaw/guide-for-the-care-and-use-of-
laboratory-animals_prepub.pdf), publicado pela Academia Nacional de Ciéncias, The

National Academies Press, Washington, DC).

CONFLITO DE INTERESSES
Este estudo foi financiado pela Coordenagdao de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior (Capes) do Governo do Brasil.

Os autores assumem que nao ha nada mais a declarar.

REFERENCIAS

1. Kersey RD, Elliot DL, Goldberg L, Kanayama G, Leone JE, Pavlovich M, et al. National
athletic trainers' association position statement: Anabolic-androgenic steroids. J Athl Train.
2012;47(5):567-88.

2. Rocha M, Aguiar F, Ramos H. O uso de esteroides androgénicos anabolizantes e outros
suplementos ergogénicos — uma epidemia silenciosa. Revista Portuguesa de Endocrinologia,
Diabetes ¢ Metabolismo. 2014;9(2):98-105.

3. Kanayama G, Brower KJ, Wood RI, Hudson JI, Pope HG, Jr. Anabolic-androgenic steroid
dependence: an emerging disorder. Addiction. 2009;104(12):1966-78.

4. Pomara C, Neri M, Bello S, Fiore C, Riezzo I, Turillazzi E. Neurotoxicity by synthetic
androgen steroids: oxidative stress, apoptosis, and neuropathology: A review. Curr
Neuropharmacol. 2015;13(1):132-45.

5. Bond P, Llewellyn W, Van Mol P. Anabolic androgenic steroid-induced hepatotoxicity.
Med Hypotheses. 2016;93:150-3.

6. Pope HG, Jr., Wood RI, Rogol A, Nyberg F, Bowers L, Bhasin S. Adverse health
consequences of performance-enhancing drugs: an Endocrine Society scientific statement.
Endocrine reviews. 2014;35(3):341-75.

7. Kahn A. Regaining lost youth: the controversial and colorful beginnings of hormone
replacement therapy in aging. The journals of gerontology Series A, Biological sciences and
medical sciences. 2005;60(2):142-7.

8. Dotson JL, Brown RT. The history of the development of anabolic-androgenic steroids.
Pediatric clinics of North America. 2007;54(4):761-9, xi.

9. Busardo FP, Frati P, Sanzo MD, Napoletano S, Pinchi E, Zaami S, et al. The impact of
nandrolone decanoate on the central nervous system. Curr Neuropharmacol. 2015;13(1):122-
31.

10. Tucci P, Morgese MG, Colaianna M, Zotti M, Schiavone S, Cuomo V, et al.
Neurochemical consequence of steroid abuse: stanozolol-induced monoaminergic changes.
Steroids. 2012;77(3):269-75.

11. Liao GY, Li Y, Xu B. Ablation of TrkB expression in RGS9-2 cells leads to hyperphagic
obesity. Molecular metabolism. 2013;2(4):491-7.

12. Bouret SG. Organizational actions of metabolic hormones. Frontiers in
Neuroendocrinology. 2013;34(1):18-26.



67

13. Cornejo MP, Hentges ST, Maliqueo M, Coirini H, Becu-Villalobos D, Elias CF.
Neuroendocrine Regulation of Metabolism. J Neuroendocrinol. 2016;28(7).

14. Sutton AK, Myers MG, Jr., Olson DP. The Role of PVH Circuits in Leptin Action and
Energy Balance. Annu Rev Physiol. 2016;78:207-21.

15. Williams KW, Elmquist JK. From neuroanatomy to behavior: central integration of
peripheral signals regulating feeding behavior. Nature neuroscience. 2012;15(10):1350-5.

16. Liao GY, Bouyer K, Kamitakahara A, Sahibzada N, Wang CH, Rutlin M, et al. Brain-
derived neurotrophic factor is required for axonal growth of selective groups of neurons in the
arcuate nucleus. Molecular metabolism. 2015;4(6):471-82.

17. Chitravanshi VC, Kawabe K, Sapru HN. GABA and glycine receptors in the nucleus
ambiguus mediate tachycardia elicited by chemical stimulation of the hypothalamic arcuate
nucleus. Am J Physiol Heart Circ Physiol. 2015;309(1):H174-84.

18. Cone RD. Anatomy and regulation of the central melanocortin system. Nature
neuroscience. 2005;8(5):571-8.

19. Yasrebi A, Hsieh A, Mamounis KJ, Krumm EA, Yang JA, Magby J, et al. Differential
gene regulation of GHSR signaling pathway in the arcuate nucleus and NPY neurons by
fasting, diet-induced obesity, and 17beta-estradiol. Molecular and cellular endocrinology.
2016;422:42-56.

20. Ferguson AV, Latchford KJ, Samson WK. The paraventricular nucleus of the
hypothalamus - a potential target for integrative treatment of autonomic dysfunction. Expert
Opin Ther Targets. 2008;12(6):717-27.

21. Maejima Y, Sakuma K, Santoso P, Gantulga D, Katsurada K, Ueta Y, et al. Oxytocinergic
circuit from paraventricular and supraoptic nuclei to arcuate POMC neurons in hypothalamus.
FEBS Lett. 2014;588(23):4404-12.

22. Parker JA, Bloom SR. Hypothalamic neuropeptides and the regulation of appetite.
Neuropharmacology. 2012;63(1):18-30.

23. Lozic M, Tasic T, Martin A, Greenwood M, Sarenac O, Hindmarch C, et al. Over-
expression of V1A receptors in PVN modulates autonomic cardiovascular control. Pharmacol
Res. 2016;114:185-95.

24. Manojlovic-Stojanoski M, Nestorovic N, Trifunovic S, Ristic N, Jaric I, Filipovic B, et al.
Dexamethasone exposure affects paraventricular nucleus and pituitary corticotrophs in female
rat fetuses: An unbiased stereological and immunohistochemical study. Tissue Cell.
2016;48(5):516-23.

25. Alkemade A. Thyroid hormone and the developing hypothalamus. Front Neuroanat.
2015:9:15.

26. Costine BA, Oberlander JG, Davis MC, Penatti CA, Porter DM, Leaton RN, et al.
Chronic anabolic androgenic steroid exposure alters corticotropin releasing factor expression
and anxiety-like behaviors in the female mouse. Psychoneuroendocrinology.
2010;35(10):1473-85.

27. Penatti CA, Porter DM, Henderson LP. Chronic exposure to anabolic androgenic steroids
alters neuronal function in the mammalian forebrain via androgen receptor- and estrogen
receptor-mediated mechanisms. J Neurosci. 2009;29(40):12484-96.

28. Ribeiro CM, Silva DK, Damiao B, Alves DM, Freitas AC, Rossi Junior WC, et al.
Andlise quantitativa de células de Purkinje em camundongos sob o uso dos esteroides
anabolizantes. Rev Neurocienc. 2014;22(3):432-7.

29. Wood RI. Anabolic-androgenic steroid dependence? Insights from animals and humans.
Front Neuroendocrinol. 2008;29(4):490-506.

30. Inamdar Doddamani LS, Jayamma Y. Acceleration of neutrophil precursors' maturation
and immunostimulation of CD3+, CD4+ lymphocytes by stanozolol in mice. J Steroid
Biochem Mol Biol. 2012;129(3-5):172-8.



68

31. Rabinowicz T, Petetot JM-C, Khoury JC, de Courten-Myers GM. Neocortical maturation
during adolescence: Change in neuronal soma dimension. Brain and Cognition.
2009;69(2):328-36.

32. Damido B, Souza GG, Nogueria DA, Rossi Junior WC, Fernandes GJM, Esteves A.
Quantificacao de Corpos de Neurdonios em Camundongos Submetidos ao Uso de Esteroides
Anabolizantes. Rev Neurocienc. 2012;20(1):68-72.

33. von Bartheld CS, Bahney J, Herculano-Houzel S. The search for true numbers of neurons
and glial cells in the human brain: A review of 150 years of cell counting. ] Comp Neurol.
2016;524(18):3865-95.

34. Hofman MA, Fliers E, Goudsmit E, Swaab DF. Morphometric analysis of the
suprachiasmatic and paraventricular nuclei in the human brain: sex differences and age-
dependent changes. Journal of Anatomy. 1988;160:127-43.

35. Franklin KBJ, Paxinos G. Paxinos and Franklin's The mouse brain in stereotaxic
coordinates. Third edition. ed. New York: Academic Press, an imprint of Elsevier; 2007. 1
volume (unpaged) p.

36. Kédar A, Sanchez E, Wittmann G, Singru PS, Fiizesi T, Marsili A, et al. Distribution of
Hypophysiotropic Thyrotropin-Releasing Hormone (TRH)-Synthesizing Neurons in the
Hypothalamic Paraventricular Nucleus of the Mouse. The Journal of comparative neurology.
2010;518(19):3948-61.

37. Garcia-Cabezas MA, John YJ, Barbas H, Zikopoulos B. Distinction of Neurons, Glia and
Endothelial Cells in the Cerebral Cortex: An Algorithm Based on Cytological Features. Front
Neuroanat. 2016;10:107.

38. Mandarim-de-Lacerda CA. Stereological tools in biomedical research. An Acad Bras
Cienc. 2003;75(4):469-86.

39. Muhlfeld C, Papadakis T, Krasteva G, Nyengaard JR, Hahn U, Kummer W. An unbiased
stereological method for efficiently quantifying the innervation of the heart and other organs
based on total length estimations. Journal of applied physiology (Bethesda, Md : 1985).
2010;108(5):1402-9.

40. Boyce RW, Dorph-Petersen KA, Lyck L, Gundersen HJ. Design-based stereology:
introduction to basic concepts and practical approaches for estimation of cell number.
Toxicologic pathology. 2010;38(7):1011-25.

41. R Core Team. R: A language and environment for statistical computing. Vienna, Austria:
R Foundation for Statistical Computing; 2016.

42. Ferreira EB, Cavalcanti PP, Nogueira DA. ExpDes.pt: Experimental Designs Pacakge
(Portuguese). R package version 1.1.2 ed2013.

43. Boff S. Esteroides anabolicos e exercicio: acdo e efeitos colaterais. R bras Ci ¢ Mov.
2010;18(1):81-8.

44. Orlando R, Caruso A, Molinaro G, Motolese M, Matrisciano F, Togna G, et al. Nanomolar
concentrations of anabolic—androgenic steroids amplify excitotoxic neuronal death in mixed
mouse cortical cultures. Brain research. 2007;1165:21-9.

45. Ma F, Liu D. 17beta-trenbolone, an anabolic-androgenic steroid as well as an
environmental hormone, contributes to neurodegeneration. Toxicology and applied
pharmacology. 2015;282(1):68-76.

46. Wallin-Miller K, Li G, Kelishani D, Wood RI. Anabolic-androgenic steroids decrease
dendritic spine density in the nucleus accumbens of male rats. Neuroscience. 2016;330:72-8.
47. Brock O, De Mees C, Bakker J. Hypothalamic expression of oestrogen receptor alpha and
androgen receptor is sex-, age- and region-dependent in mice. J Neuroendocrinol.
2015;27(4):264-76.

48. Nunez J. Sex and steroid hormones in early brain injury. Reviews in endocrine &
metabolic disorders. 2012;13(3):173-86.



69

49. Siddiqui AN, Siddiqui N, Khan RA, Kalam A, Jabir NR, Kamal MA, et
al Neuroprotective Role of Steroidal Sex Hormones: An Overview. CNS Neurosci Ther.
2016;22(5):342-50.

50. McCarthy MM. Estradiol and the developing brain. Physiol Rev. 2008;88(1):91-124.

51. Lin KH, Peng YM, Peng MT, Tseng TM. Changes in the nuclear volume of rat
hypothalamic neurons in old age. Neuroendocrinology. 1976;21(3):247-54.

52. Burke LK, Doslikova B, D'Agostino G, Greenwald-Yarnell M, Georgescu T, Chianese R,
et al. Sex difference in physical activity, energy expenditure and obesity driven by a
subpopulation of hypothalamic POMC neurons. Molecular metabolism. 2016;5(3):245-52.

53. Zuloaga DG, Zuloaga KL, Hinds LR, Carbone DL, Handa RJ. Estrogen receptor beta
expression in the mouse forebrain: age and sex differences. J] Comp Neurol. 2014;522(2):358-
71.



70

ANEXOS

Anexo 1 — Confirmaciao da submissao do item 2.1 a publicacido

asmbentham Science Publishers

HOME ABOUT USER HOME CURRENT ARCHIVES ANNOUNCEMENTS HEEP:

Home = User = Author > Dashboard

Dashboard

Author submission
Below yvou will find instructions that will assist yvou with navigating your Author Center. These instructions cover the various stages of submission.
Be advised that any journal specific guidelines for authors can be found in the "Information” section at the top right hand corner of the site.
Mew Submissions

¢ To start the submission of a new manuscript, click on the submit a new manuscript link in the "Author Resources” area below.
¢ To continue with the submission of a new manuscript already in progress, click on the "Unsubmitted Manuscripts™ queue in the "My Manuscripts”
area below. Find the submission you wish to continue with and then click on the "Continue Submission” button.

What is the status of my manuscript?
¢ To check the status of 2 manuscript you have submitted, click on the "Submitted Manuscripts” queue in the "My Manuscripts” area below. All

manuscripts you have submitted that are currently being evaluated will be listed in this area. The status of the manuscript can be found under the
column heading 'Status'. Note: You can click on any queue under the 'My Manuscripts' area to view all manuscripts currently in that status.

Click here to submit a new manuscript

Submitted Manuscripte | Unsubmitted Manuscripts | Revizsed Manuscripts | Archive Manuscripts

o0 ottt o s

BSP-CNSMNDDT-2017-456 01-25 EFFECTS OF SUPRAPHYSIOLOGICAL DOSES OF.. MANUSCRIPT IN REVIEW

1-1 of 1Items



71

Anexo 2 — Certificado do comité de ética em pesquisa do item 2.1

HMINISTERIC DA EDUCACAC :
Universidade Federal de Alfenas . URIFAL-MG = &
Gabrisl Monieiro da Silva, Ti4 . AffenasiiG . CEP37120-000 fa‘
e Fme.-{:ﬁ:mm.at{m}aﬂmws g&!@;s@ﬁ

Alfenss, 06 de agosto de 2012,

Prof® Alessandra Bsieves

Prezada Professora;

O projeto sob sua coordenagio, registto n° 41472012 intituledo “Avaliagio comporiamental
¢ analise morfoquantitativa de corpos celulares de neurSnios nos nicleos da base em camundongos
sob 0 uso de estersides anabolizantes™ esta em conformidade com os principios éficos exigidos na
experimentacio animal, tendo sido apreciado e aprovado por essz Comassio.

Por ser verdade, firmo o presente.

x‘“ﬁ_ i‘& Sy

Prof [ Carlos Glovam de Ohveirzs Nascimenio
Presidenie do CEUA — UniGi- MO




72

Anexo 3 — Certificado do comité de ética em pesquisa do item 2.2

MINISTERIO DA EDUCAGAO

Universidade Federal de Alfenas . UNIFAL-MG o
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 714 . Alfenas/MG . CEP 37130-000 U“lfa'%
Fone: (35) 3299-1000 . Fax: (35) 3299-1063 S v O B

-

Alfenas, 19 de dezembro de 2012,

Prof. Wagner Costa Rossi Junior

Prezado Professor;

O projeto sob sua coordenagdo, registro n°® 479/2012, intitulado “Anéalise morfologica e
quantitativa de regides do cortex cerebral de camundongos sob o uso de esteroides anabolizantes”
esta em conformidade com os principios éticos exigidos na experimentagdo animal, tendo sido

apreciado ¢ aprovado por essa Comiss&o.

Por ser verdade, firmo o presente.

Prof Dr Carlos Giovani de Oliveira Nascimento
Presidente do CEUA — Unifal-MG




