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RESUMO

A oxandrolona (OXA) €& um esteroide anabolico androgénico (EAA) utilizado na
pratica clinica para tratamento de disturbios de crescimento em criangas (ou durante
a infancia) e vem sendo consumido de forma abusiva. Mediante o pouco
conhecimento que se tem dos efeitos comportamentais da OXA em especial em
jovens e em uso abusivo, nossa hipotese € que seu uso em dose acima da
terapéutica pode alterar o comportamento ansioso em ratos jovens, mas que nao
apresente alteracdo em dose semelhante a terapéutica, envolvendo mecanismos
antioxidantes, inflamagao e alteragbes nas vias dopaminérgicas. Para isso ratos
Wistar machos com idade de 30 dias foram tratados com oxandrolona (DT;
2,5mg/kg/dia e DA: 37,5mg/kg/dia) ou veiculo (CON; carboximetilcelulose 0.5%
0,1ml/dia) via gavagem por 4 semanas. Apds o periodo de tratamento os animais
foram submetidos a testes comportamentais no Labirinto em Cruz Elevado e Campo
Aberto, além de testes bioquimicos. Ambos 0s grupos apresentaram comportamento
ansioso surpreendentemente havendo mais alteragbes na dose semelhante a
terapéutica do que na dose de abuso. As alteragdes relacionadas ao sistema
antioxidante foram observadas apenas no hipocampo e diferiram com as dose de
tratamento sendo alterada apenas no grupo DT. A expressdo do receptor de
dopamina apresentou tendéncia em aumentar na dose abusiva. O presente estudo
demonstrou que a oxandrolona promove comportamento semelhante ao ansioso em
ratos, tanto na dose semelhante a terapéutica quanto na dose de abuso, envolvendo
alteracdo na via antioxidante e com tendéncia de aumento do receptor de dopamina

no hipocampo.

Palavras — chave: Oxandrolona, esteroides, ansiedade, estresse oxidativo, citocina
inflatoria



ABSTRACT

Oxandrolone (OXA) is an androgenic anabolic steroid (AAS) used in clinical practice
for the treatment of growth disorders in children (or during childhood) and has been
used in the form of abuse. Due to the lack of knowledge about the behavioral effects
of OXA, particularly in young and abusive use, our hypothesis is that its use in an
abusive dose can alter anxious behavior in young rats, but does not show a change
in dose similar to therapeutic, involving antioxidant mechanisms, inflammation and
alterations in the dopaminergic pathways. For that, male wistar rats aged 30 days
were treated with oxandrolone (TD, 2.5mg / kg / day and AD: 37.5mg / kg / day) or
vehicle (CON, carboxymethylcellulose 0.5% 0.1ml / day) via gavage for 4 weeks.
After the treatment period the animals were submitted to behavioral tests of Elevate
Plus Maze and Open Field and biochemical tests. Both groups showed anxious
behavior, but surprisingly with more changes in the therapeutic dose than abusive
dose. Alterations related to the antioxidative system were observed only in the
hippocampus and differed with the treatment dose being altered only in the TD group.
The expression of the dopamine receptor showed a tendency to increase in the
abusive dose. The present study demonstrated that oxandrolone promotes anxiety-
like behavior in rats, both at the therapeutic and abusive doses, involving changes in
the antioxidant pathway and with a tendency to increase the dopamine receptor in

the hippocampus.

Key words: Oxandrolone, steroids, anxiety, oxidative stress, inflammatory citokines



1 INTRODUGAO

Os hormobnios esteroides sdo moléculas enddgenas, sintetizados a partir do
colesterol, incluindo os corticoides, os metabdlitos ativos da vitamina D e aqueles
produzidos pelas gbnadas masculinas (testosterona) e femininas (estrogénio e
progesterona). Referente a isso, foram desenvolvidas moléculas sintéticas a partir da
testosterona (T), denominadas de Esteroides Anabolizantes ou Esteroides
Anabdlicos Androgénicos (EAA), com estrutura e caracteristicas semelhantes ao
horménio endégeno (Cunha et al., 2004), visando ser utilizada como medicagao para

condig¢des diversas.

Esses EAAs comecaram a ser desenvolvidos em meados de 1940 a partir da
capacidade de desenvolvimento de sintese laboratorial da testosterona por Leopold
Ruzicka e Butenandt (Butenandt; Hanisch 1935; Ruzicka; Wettstein 1935), e
posteriormente sendo possivel realizar modificagcdes em sua estrutura com o intuito

de mimetizar ou potencializar algumas respostas fisiolégicas da molécula de origem.

As acbes dos EAAs podem ser divididas em duas categorias principais: efeitos
androgénicos, relacionados especificamente com a fungdo reprodutora e
caracteristicas sexuais secundarias, e efeitos anabdlicos que de maneira geral
dizem respeito a estimulacdo do crescimento e maturacdo dos tecidos nao
reprodutores (Mooradian et al., 1987; Hartgens; Kuipers, 2004). Em geral, os EAAs
possuem mais efeitos anabdlicos e menos androgénicos, sendo até hoje impossivel

uma molécula puramente anabdlica (Basaria; Wahlstrom; Dobs, 2001).

Dessa forma, as industrias farmacéuticas veem produzindo EAAs com fins
terapéuticos sendo utilizados para tratar doencas relacionadas a disfungdes
hormonais como hipogonadismo, na recuperagao de cirurgias de grande porte onde
ha perda de massa muscular e atrofias musculares. Devido as caracteristicas
anabdlicas, por melhorarem o balango nitrogenado em estados catabdlicos,
prevenindo a perda de massa magra e reduzindo o aumento de tecido adiposo, e,

também, no tratamento da osteoporose e anemias, uma vez que estimulam a



eritropoiese, podendo ser indicado para tratamento de homens e mulheres nessas
condigdes (Celotti, Cesi, 1992; Creutzberg et al., 2003; Hebert et al., 1984), além de
incluir o tratamento de baixa estatura (tal como Sindrome de Turner) e angiodema
hereditario (Basaria; Wahlstrom; Dobs, 2001).

Os mecanismos especificos pelos quais os EAAs atuam para exercerem seus
efeitos ainda n&o sdo totalmente elucidados. A via de agdo ndo-gendmica se da pela
ligacao hormdnio-receptor na membrana plasmatica, nao influenciando a expressao
direta de genes, entretanto impulsiona efeitos mais rapidos, tais como a ativagao de
cascata de sinalizagdo. Os hormoénios esteroidais ao se ligarem a receptores
acoplados as proteinas G induzem uma resposta mediada por canais iGnicos (ex.
aumentando o calcio intracelular) e/ou segundos mensageiros (Shirpoor, 2019),

como mostrado na figura 1.
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Figura 1: Representagdo da ligagdo do esteroide nos receptores de androgénios
localizados na membrana plasmatica formando o complexo hormdnio-receptor (AR)
caracterizando os efeitos ndo gendmicos dessa via. Ligacdo do andrégeno ao
receptor citoplasmatico apds atravessar a membrana plasmatica, formando AR e
caracterizando a via genémica apds migracdo do complexo horménio-receptor até o
nucleo da célula ativando a transcrigdo génica e tradugdo do RNA mensageiro em

proteina. Modificado de Hammes, 2015.

Os EAAs circulam livremente na corrente sanguinea ou conjugados as proteinas
plasmaticas, como a albumina, porém, somente o EAAs em estado livre é capaz de
atravessar a membrana plasmatica da célula e compor o complexo horménio-
receptor que possui alta afinidade pelo nucleo celular, onde se ligara com avidez a
sitios especificos da cromatina nuclear ativando a RNA polimerase e iniciando o

processo de transcrigdo génica, representando seus efeitos genémicos.

As principais classes de EAA que foram desenvolvidas sdo os ésteres de
testosterona, com os C19 substituidos e os C17 alquilados, como demonstrados na
figura 2 (Clark e Henderson, 2003). Os esteroides 17a-alquilados possuem um
radical alquila na posicao 17 que confere o diferencial de serem absorvidos
oralmente com uma significante reducdo do estresse hepatico (Shahidi, 2001),

relacionado a metabolizagdo de primeira passagem.
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Figura 2: Estrutura quimica dos exemplos representativos das trés maiores classes
de EAA. Adaptado e modificado de Clark e Henderson, 2003.

1.1 OXANDROLONA

Dentre esses farmacos, um dos menos estudados € a oxandrolona (OXA), apesar de
ser bastante utilizada na clinica. A OXA (17a-Hydroxy-17-methyl-2-oxa-5-androstan-
3-ona) pertence a classe dos 17a-alquilados e possui uma baixa taxa de
biotransformacao hepatica, sendo seu principal metabdlito a 17-epioxandrolona. Sua
ligacdo com as proteinas plasmaticas é de aproximadamente 95% e cerca de 30%
da OXA é excretada de forma inalterada na urina (Akyurek e Dunn, 2006), possuindo
tempo de meia vida de 5 a 13 horas (Karim et al. 1973). Diferentemente da

testosterona e a maioria das classes de EAAs, a oxandrolona nao sofre agao da 5a-



redutase, que transforma testosterona em diidrotestosterona, assim como também
nao sofre a agcdo da enzima aromatase que converte testosterona em estrégenos
(Campos, 2004; Winters, 1990).

Clinicamente a OXA é indicada no tratamento de doengas que conferem perda de
massa muscular, como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) (Kicman,
2008), perda de peso apos cirurgias, desordens neuromusculares, hepatite alcodlica
e para fins estéticos como auxilio para a redugédo de gordura corporal e aumento de
massa muscular (Hebert et al, 1984; Celotti, Cesi, 1992; Creutzberg et al., 2003;
Kicman, 2008; Davis, 2018; FDA, 2016). A oxandrolona também vem sendo bem
utilizada no tratamento de perda abrupta de massa muscular causada por
queimaduras. Um estudo multicéntrico prospectivo, randomizado e duplo cego
concluiu que o uso de oxandrolona em pacientes adultos diminuiu o tempo de
internagcdo em 3 dias e ainda observou-se outros beneficios relacionados a
recuperacao, como tempo de cicatrizagdo reduzido em 4,4 dias, reducado da perda
de peso em 5kg, ganho de massa magra ap6és a lesao de 3,99% e 10,78% em 6 e

12 meses respectivamente (Reeves et. al., 2016; Tuvdendorj et. al., 2011).

Curiosamente, em pacientes pediatricos, a oxandrolona associada ao B-bloqueador
propranolol foi capaz de atenuar a interrupcdo do crescimento induzida por
queimadura, encurtando a duragido do tratamento em 84 dias e aumentando a taxa
de crescimento em 1,7 cm por ano (Chao et al.,, 2018). Além disso, o uso de
oxandrolona por até 2 anos esta associado a melhora no conteudo mineral ésseo,
densidade mineral oOssea e velocidade de crescimento em pacientes poés
queimaduras (Przkora, Herndon, Suman, 2007). Além disso, por ter efeitos
androgénicos pequenos, a oxa pode ser administrada em pacientes infantes
(maiores de 9 anos) que apresentem problemas no crescimento, como baixa
estatura idiopatica, atraso na puberdade ou devido a doencas raras, como a
Sindrome de Turner (ST) (figura 3), que € uma doenga genética associada a falta
parcial ou total do cromossomo X, acometendo apenas o sexo feminino
(Abramowitz, Stichelen e Hanover, 2014; Ross et al., 2009), tendo o hipogonadismo
como uma das principais caracteristicas e por isso, tem a reposicdo hormonal
indicada para o desenvolvimento dos caracteres sexuais femininos (Menke et al.,
2010). Descrita primeiramente por um anatomista italiano Giovanni Morgagni em
1768 (Jung et al., 2009), e anos depois, em 1938, foi detalhada por Turner (Turner,



1938). Segundo ensaio holandés, randomizado, placebo-controle, duplo-cego, dose-
resposta relatado por Menke et al em 2010, a dose recomendada dessa droga € de
0,03mg/kg/dia podendo alcangar 0,06mg/kg/dia, enquanto para as outras doencas,
existe indicacao de dose de 2,5-5mg/dia oralmente por um periodo menor que 1 ano
(Ranke, 2013).

Figura 3: Aparéncia de paciente com sindrome de Turner. Fonte: Bucerzan et. al.,
2017.

A eficacia e a seguranga da oxandrolona foram analisadas por Fenichel et al. (2001)
em ensaio randomizado em meninos com Distrofia Muscular de Duchenne, que é
uma doenca hereditaria ligada ao cromossomo X que promove perda progressiva de
forca e massa muscular, descrito em meados dos anos 1800 por Meryon, 1852 e
Duchenne, 1868 (Hoffman, Brown & Kunkel, 1987) e n&o observou-se efeitos
adversos atribuidos a oxandrolona, concluindo ser essa substancia segura para
tratamentos de criangas. Akyurek e Dunn (2006) realizaram uma revisdo e



concluiram que apesar do tratamento ter alguns poucos efeitos, estes eram
reversiveis, portanto, seguro e eficaz no tratamento de doencgas relacionadas a
perda de massa muscular. Segundo revisao realizada por Sas e colaboradores
(2014), a principal razdo para a descontinuagao do tratamento é o aparecimento de
efeitos adversos, sendo o principal descrito a virilizagdo. Em outro estudo, o
hirsutismo (crescimento anormal de pelos pelo corpo) € reportado sem eventos

adversos cardiovasculares importantes (Menke et al., 2010).

Levando em consideragao o uso de EAA’s de modo geral, devido a alguns de seus
efeitos, como a melhora da composicéo corporal e 0 desempenho fisico, seu uso se
disseminou de forma indiscriminada (Piacentino et al., 2015; Hartgens e Kuipers,
2004; Angoorani e Halabchi, 2015). Segundo a Agéncia Mundial Antidoping (em
inglés, WADA) desde 2017 os EAAs sao considerados o grupo de substancias mais
utilizadas no processo de doping no esporte além do uso abusivo entre os jovens, 0
que impulsionou varias pesquisas sobre seus efeitos deletérios, sendo considerados
tempo-dose dependente (Cunha, 2004; Akyurek e Dunn, 2006), dentre eles
podemos destacar os cardiovasculares como hipertrofia cardiaca (Far et al., 2012),
aumento da pressao arterial (Solakovic et al., 2015; Sullivan et al., 1998), infarto
agudo do miocardio e morte subita (Frati et al., 2015; Montisci et al., 2012; Hartgens
et al, 2004), com aumento de citocinas inflamatérias (Franquni et al. 2013) e
estresse oxidativo (Hovatta et al., 2005). Além disso, também sao observados efeitos
comportamentais e dependéncia, pouco estudados, em especial para OXA,
demonstrando a necessidade de mais estudos sobre esses efeitos, inclusive em

jovens.

1.2 EFEITOS COMPORTAMENTAIS

Os EAAs possuem efeitos tanto anabdlicos como androgénicos e hedbnicos, que
envolvem o sistema mesocorticolimbico, sistemas dopaminérgicos e
comportamentos de reforgo, que envolvem regides como hipocampo, amigdala,
cortex frontal, Area Tegmental Ventral (ATV), hipotalamo, substéncia nigra e ntcleo
accumbens (figura 4). Esse sistema mesocorticolimbico é responsavel pelas

emocdes e comportamentos sociais como podemos citar sede, comportamento



sexual, medo, ansiedade, memdria, mecanismos de recompensa, tomada de

decisdes, entre outros (Kotter e Meyer, 1992).

AMIGDALA

CPF

HIPOCAMPO

NUCLED ACCUMBENS

HIPOTALAMO

Figura 4: Representacdo de algumas regides que fazem parte do sistema
mesolimbico no cérebro humano, que atuam em conjunto para desenvolver as

funcodes e atividades desse sistema.

Os usuarios de EAAs podem desenvolver adiccdo semelhante ao de drogas de
abuso como, por exemplo, dos opiaceos, a partir do reforco positivo dessa acao,
pela via de recompensa, podendo levar a dependéncia desses anabolizantes (figura
5). Em 2014, a prevaléncia global de uso ilicito de EAA era de 3,3% (Sagoe et al.,
2014), ao passo que entre adolescentes nos EUA 5,6% ja usaram essas drogas para
fins estéticos (Eisenberg et al., 2012). Entre os usuarios de EAAs, 30% desenvolvem

dependéncia (Kanayama, Pope, Hudson, 2014).
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Figura 5: Esquema representativo das possiveis a¢des relacionadas ao uso abusivo

Via de adicgcdo
semelhante a opiacea

de EAA no desenvolvimento da dependéncia. Modificado de Kanayama, 2015.

A acao dos EAA no sistema nervoso central (SNC), gerando comportamentos como
a ansiedade (Onakomaiya et al.,, 2014), agressividade (Cunningham e McGinnis,
2007) e ativagado da via de recompensa (Zotti et al., 2014), se da pela ligagdo dos
EAAs nos receptores de esteroides localizados em diversas regides cerebrais, que €
facilitado devido a caracteristica lipofilica desses farmacos, que confere a
capacidade de ultrapassar a barreira hematoencefalica (BHE). A BHE é uma
estrutura formada por células endoteliais justapostas, que proporcionam seletividade
e impedem que algumas moléculas consigam passar do sangue para o cérebro,
separando o fluido extracelular cerebral da corrente sanguinea. Dessa forma, os
EAAs ou seus metabdlitos se ligam aos receptores de androgenos no SNC
desempenhando efeitos comportamentais, de memodria e de desenvolvimento

(Hampl, Bicikova e Sosvorova, 2015).

Foram amplamente descritos na literatura que os EAAs podem promover ou
acentuar efeitos comportamentais tais como ansiedade, depresséo, agressividade,
euforia, dependéncia entre outros (Johnson, 1990; Bitran, 1996; Bahrke, 1990, Clark

e Henderson, 2003), porém muito pouco se sabe em relagdo a oxandrolona,



inclusive sobre seu consumo de forma abusiva na juventude. Dentre os possiveis
efeitos comportamentais relacionados a OXA, objetivamos em nosso estudo,
abordar os efeitos sobre a ansiedade. A definicdo de ansiedade é descrita como um
estado emocional aversivo, onde existe uma desproporcionalidade entre o
sentimento de medo e a natureza da ameaca (Weinberger, 2001). E um
desagradavel estado de tensdo, apreensdo ou inquietude — temor que parece
originar-se de perigo interno ou externo iminente, podendo ser resposta a estresse
ou a estimulo ambiental que muitas vezes ocorre sem causa aparente. Esse estado
emocional esta relacionado a diversos transtornos psiquiatricos como ansiedade,

ataques de péanico, fobias e transtorno de ansiedade generalizada.

Foi demonstrado que o uso de EAAs esta diretamente relacionado ao
desenvolvimento da ansiedade, que pode acontecer por diferentes vias como, por
exemplo, desequilibrio de neurotransmissores como dopamina e serotonina, pelo
aumento do estresse oxidativo ou alteragdes bioquimicas que afetam receptores ou
peptideos onde podemos citar o Neuropeptideo Y (NPY) presente no hipocampo ou
receptor de melanocortina tipo 4 (MC4R) que é predominantemente expresso no
sistema nervoso central, especialmente em regides do cérebro responsaveis por
respostas ao estresse e controle de emogdes. (Selakovi, et al., 2017; Joksimovic, et
al., 2019). Os EAAs causam comportamento ansiolitico tempo — dependente. (Clark,
2003; Cunha, 2004). Foi observado que a utilizacdo de EAAs por curto periodo de
tempo promove acdo ansiolitica e por outro lado a utilizagdo em longo prazo
promove aumento da ansiedade, como por exemplo, um estudo em que os ratos
foram tratados por 6 dias com proprionato de testosterona e por meio de testes
comportamentais de LCE e CA, foi possivel observar que esse tratamento mostrou
efeito ansiolitico (reduziu a ansiedade), enquanto que os animais que foram tratados

por 14 dias (~3.5 - 5 mg/kg) a ansiedade nao diferia do controle (Bitran, D. 1993).

Ainda de acordo com Bitran, uma explicagao para o efeito bimodal dos EAAs seria
que estes inicialmente aumentam a transmissao gabaérgica, ou seja, a estimulagao
e a sensibilidade do receptor do Acido gama-aminobutirico (GABAa), causando
entdo um efeito ansiolitico, e com o passar do tempo, devido a essa intensa
estimulacédo, ocorreria o fenbmeno de tolerancia destes receptores, ou seja,

reducdo da sensibilidade, levando a anulagdo do efeito ansiolitico que antes era



observada, ou até mesmo, o surgimento de comportamento ansiogénico, devida a

baixa estimulagao do receptor.

Uma das causas desse resultado se deve a modulagao alostérica da funcdo do
receptor GABAa pelos esteroides anabolizantes, possivelmente pela ligagdo desses
nos sitios de neuroesteroides e seus derivados metabdlicos, que residem em um dos
dominios do receptor GABAérgico, indicado na figura 6. A ativacédo deste sitio pode
induzir uma alteragao conformacional no receptor, que pode aumentar ou diminuir
sua funcdo de acordo com a natureza da substancia que ira se ligar (Belelli e
Lambert, 2005). A ligacdo dos EAAs, altera as transicdes dele entre diferentes
estados cinéticos quando um ou dois dos sitios do GABAa estdo ativados,
produzindo assim a alteracdo da corrente de cloreto induzida pelo GABA levando a
um aumento da estimulagdo gabaérgica (Morrow, Suzdak & Paul, 1987; Yelhekar,
Druzin & Johansson, 2017), ou seja, aumentando o influxo de cloreto,
consequentemente hiperpolarizando a célula e impedindo a ativacdo do neurdnio

pos sinaptico.
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Figura 6: Modulagao alostérica da fungéo do receptor de neurotransmissores pelo
EAA. Representagcdo esquematica do receptor GABAa. O receptor GABAa € uma
proteina pentamérica com uma estequiometria proposta de 2a, 28 e uma
subunidade y. Modificado de Mohler, H. (2011).

De forma interessante, foi recentemente demonstrado que a intensa estimulacédo dos
receptores GABAa por esteroides ou neuroesteroides por meio do sitio de ligagao
para neuroesteroides, podem induzir uma neuroadaptacdo prolongada dos
neurénios dopaminérgicos da ATV (Vashchinkina et al., 2014), uma regido do
sistema limbico com projegcbes dopaminérgicas, relacionadas as vias de
recompensa, podendo contribuir para processos fisiolégicos ou fisiopatolégicos e
alteragcbes comportamentais. Além das moléculas endodgenas, o0s proprios

metabdlitos dos EAAs podem agir como neuroesteroides.

1.2 VIAS DOPAMINERGICAS

De fato, estudos demonstram a acado dos andrégenos sobre as vias dopaminérgicas,
compostas por neurdnios que produzem e liberam preferencialmente o
neurotransmissor Dopamina (DA). A dopamina € uma catecolamina produzida nos
terminais dos neurbénios dopaminérgicos (Cooper, 1996) a partir do aminoacido
Tirosina. No cérebro humano ha aproximadamente 400.000 neurbnios que
produzem DA e s&do encontrados em abundéncias em determinadas regides e
distribuidos em 9 grupamentos subclassificados em vias curtas, médias e longas
(Webster 2001). Essas vias (figura 7) podem ser resumidamente classificadas em

principais 3 principais nucleos:

Via Nigroestriatal (representado pelo numero 1 da figura 7): tem sua origem na
substancia nigra e distribui para regides subcorticais (estriado). importante via para o
controle motor e a degeneracdo desses neurbnios causa o mal de Parkinson
(Cooper, 2003).

Via Mesocorticolimbica (representado pelo numero 2 da figura 7): Originalmente
sdo 2 vias, a mesolimbica e mesocortical, mas comumente citadas em conjunto

(Tzschentke, 2001; Cooper 2003). Tem origem na ATV e se projetam para estruturas



subcorticais limbicas (nucleo accumbens, septum, corpo amigdaldide) e areas
corticais (cortex piriforme, cortex pré-frontal e cortex entorrinal). Considerado o

centro de gratificagédo cerebral.

Via Tuberoinfundibular ou Hipotalamico (representada pelo numero 3 da figura 7):
que se projeta dos nucleos arqueado e periventricular para o lobo intermediario da

hipdfise, cujo papel funcional € suprimir a liberagao de prolactina (Jucaite, 2002).

Giro Cingulado
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Figura 7: A trés maiores proje¢cées dopaminérgicas no SNC. (1) Via nigroestriatal: a
substancia nigra projeta para o estriado dorsal; essa € a via que se degenera na
doenca de Parkinson. (2) A ATV projeta para o estriado ventral (nicleo accumbens),
bulbo olfatério, amigdala, hipocampo, coértex pré-frontal, orbital e medial e giro
cingulado. O termo “mesolimbico” ou “mesocortical” € usado frequentemente para
descrever os componentes das proje¢coes da ATV. (3) Projecbes do Nucleo
Arqueado do hipotalamo, de onde a dopamina é distribuida para a hipdfise anterior,
chamada de via tuberoinfundibular. Adaptado e modificado de Cooper, Bloom e Roth
(2003).



De fato, essas vias, principalmente a via mesocorticolimbica, estdo relacionadas a
mecanismos de recompensa e de adiccdo, como no reforco positivo mediante o
sentimento de gratificagdo, por exemplo, pela melhora visual do corpo, gerando
aumento momentaneo de dopamina, conhecido como via hedbdnica (Tobiansky et al.,
2018). Além disso, foi demonstrado que os esteroides / neuroesteroides podem agir
diretamente tanto de forma aguda quanto prolongada, sobre as vias dopaminérgicas
(Pont et al., 2002).

Nesse sentido, Pont et al. (2002) usando microinje¢des intracerebroventriculares do
neuroesteroide alopregnolona observou aumento da liberagdo de DA no nucleo
accumbens. Em relagdo aos mecanismos de longo prazo, além da neuroplasticidade
de neurdnios dopaminérgicos na ATV demonstrada por Vashchinkina et al., (2014),
também foi observado que o uso de EAA pode levar a reducdo da Monoamina
oxidase (MAO), uma das enzimas que é responsavel pela degradagdo da DA, no
caudado putamen e amigdala, ou seja, induzindo um aumento da biodisponibilidade
de dopamina (Birgner, 2008). Adicionalmente, Jardi et al., (2018) estudando os
efeitos da reposi¢cao de andrégenos em camundongos, observaram o efeito sobre a
estimulagcédo da atividade fisica, com modificacdo do nivel de transcrigdo génica do
Receptor de Dopamina do tipo 1 (DrD1), Receptor de Dopamina do tipo 2 (DrD2) e
MAO-a (Jardi et al, 2018).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E VIA INFLAMATORIA

Além do mecanismo envolvendo as vias dopaminérgicas, desde 2002 estudos sobre
mecanismos € transtornos que envolvem ansiedade comecaram a apontar o
envolvimento do sistema oxidativo na regulacédo da ansiedade (Kuloglu et. al., 2002),
0 que que permitiu varios estudos posteriores sobre essa conexdo (Hovatta et. al.,
2005; Bouayed, Rammal e Soulimani, 2009; Rammal et. al., 2008).

De acordo com Rammal et al., 2008, o cérebro & considerado um érgdo bem
suscetivel ao estresse oxidativo, pelo fato de ter alto consumo de O e relativamente
baixa defesa antioxidante e caracteristica lipidica, dessa forma, espécies reativas de
oxigénio, tais como superéxido (O2") peroxido de hidrogénio (H20.), perdxido nitrito

(ONOOQO"), podem promover peroxidagao lipidica, podendo ocasionar diversos tipos



de efeitos negativos e doencgas, entre elas, disfungdo mitocondrial, Parkinson,
transtorno de panico, depresséao, fobia social e transtorno de ansiedade (Hassan et.
al., 2014; Krolow et. al., 2014). Porém, o organismo conta com uma protecdo ao
estresse oxidativo mediado por enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT), que visam neutralizar as Espécies Reativas ao Oxigénio
(EROs) (Touyz et al., 2004). Inclusive, a propria MAO, enzima atuante na via
dopaminérgica, pode induzir o estresse oxidativo, como por exemplo, formando
H.O,, uma substancia com caracteristicas pré-oxidantes (Bortolato, Chen & Shih,
2008).

As espécies reativas de oxigénio interagem com outras moléculas como proteinas,
lipidios e DNA gerando biotransformacéo das mesmas. Por exemplo, quando EROs
reagem com proteinas, pode levar a quebra de reagcdes enzimaticas ou alteragdes
na sua estrutura. Interagindo com lipidios, pode oxidar ainda mais os acidos graxos
presentes em volta numa reacdo em cadeia. Ja com o DNA, sua interacdo causa
mutagdes génicas que podem ter impacto na sua replicagdo. Além de possuirem a
capacidade de romper a membrana celular ou de organelas (Andersen, 2004). O
desequilibrio das enzimas antioxidantes, que agem como mecanismos reparadores
do estresse oxidativo atenuando esses efeitos e equilibrando a degradacdo das
EROs, tem sido relacionada a varias desordens psicoldgicas, por exemplo, quando

ha reducéo dessas enzimas ou da sua atividade (Kuloglu et al., 2002).

Evidéncias encontradas na literatura relatam um aumento tanto de espécies reativas
ao oxigénio com consequente aumento de enzimas antioxidantes derivados do uso
de EAA. Usuérios de EAA de forma regular se voluntariaram para um estudo
realizado por Arazi, Mohammadjafari e Asadi em 2017, e foi observado que estes
fornecem um estresse oxidativo sustentado quando comparado a nao usuarios. A
presenca constante de estresse oxidativo induz o aumento de enzimas antioxidativas

para tentar reestabelecer o equilibrio do sistema REDOX.

Além disso, existem trabalhos que mostram o envolvimento estresse oxidativo com
as vias inflamatorias, ja que o aumento de EROs (que possivelmente é alterado com
a exposicao de EAAs) pode levar a danos celulares com consequente aumento da
producao de citocinas pro-inflamatdrias, como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a)

no SNC (figura 8) com alteragbes de comportamento e humor, como a depressao,



envolvendo vias oxidativas e peroxidagdo lipidica (Maes, 1999). Evidéncias
crescentes demonstram que os pacientes afetados pela depressao exibem aumento
significativo nos marcadores imunoinflamatérios (Bottiglieri, 2000). Por sua vez, a
neuroinflamacéao eleva a produgcao de EROs e promove estresse oxidativo, gerando
danos celulares e consequentemente leva a inflamacdo, formando um loop,
envolvendo citocinas como TNF-a, (Fischer & Maier, 2015) e também a proteina
reguladora de transcricdo Fator Nuclear kappa B (NF-kB) que sédo produzidas por
diversos tipos de células, inclusive neurdnios e células da glia no sistema nervoso

central (Tchelingerian et al., 1993).
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Figura 8. Representacédo da influéncia do uso de EAA promovendo desequilibrio
oxidativo pelo aumento de substéncias pro-oxidantes induzindo o aumento de

citocinas inflamatdrias, gerando inflamagao. Fonte: Acervo pessoal.

Mediante o pouco conhecimento que se tem dos efeitos comportamentais da OXA
em especial em jovens e em uso abusivo, a nossa hipétese é que seu uso em dose
de abuso pode alterar o comportamento ansioso em ratos jovens, mas que nao
apresente alteracdo em dose semelhante a terapéutica, envolvendo mecanismos

antioxidantes, inflamacao e alteracdes nas vias dopaminérgicas.



2 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral foi avaliar os efeitos de dose semelhante a terapéutica e de abuso
de oxandrolona sobre parametros comportamentais, bioquimicos e

neuroinflamatdrios em ratos jovens.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do tratamento com oxandrolona:

. Na ansiedade, utilizando os testes comportamentais funcionais:
o Labirinto em Cruz Elevada

o Campo Aberto

. Os mecanismos que possam estar envolvidos nas alteragdes

comportamentais em relagao a expressao das proteinas:
o Enzimas antioxidantes (SOD e CAT)
o Receptor de Dopamina do tipo 2 (DrD2)

o Citocina inflamatéria (TNF-o)



3 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos de
experimentagdo animal, descritos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério (SBCAL) e aprovado pela Comissédo de Etica do Uso de Animais
(CEUA) sob o protocolo de numero 10/2016.

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) machos, com 30 dias de idade, e
peso inicial variando entre 80g-100g. Os animais utilizados foram fornecidos pelo
biotério da Universidade Federal do Espirito Santo — UFES e mantidos em gaiolas
coletivas de polipropileno (5 por gaiola), com umidade (50%) e temperatura (22°C)
controlada e ciclo claro-escuro de 12 horas, além de acesso a agua e ragao ad

libitum.

3.2 DROGA

Para a realizagao do experimento, foi utilizado Oxandrolona 20mg/ml (Manipula —
farmacia de manipulagdo) em suspensao oral, respeitando a dose diaria de acordo
com o peso do animal. Como veiculo, foi utilizado carboximetilcelulose (CMC) 0,5%

diluido em agua, com dose diaria de 0.1ml por rato.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram separados de modo aleatério em 3 grupos experimentais e

tratados por 4 semanas (figura 9).

Grupo controle (CON): foram tratados com 0,1ml de CMC 0,5%, por gavagem,

uma vez ao dia.

Grupo Dose Similar Terapéutica (DT): tratado com oxandrolona

2,5 mg/kg/dia, por gavagem, uma vez ao dia.

Grupo Dose de Abuso (DA): tratado com oxandrolona 37,5mg/kg/dia, por

gavagem, uma vez ao dia.



- Final dos tratamentos

-Testes comportamentais

-Verificagdo do peso corporal
- Eutanasia e Coletade tecidos para

- Separagdo dos grupos anélises de proteina por western blot:

- Inicio dos tratamentos S ; SOD, CAT, DrD2 e TNF-o.
Tratamentos -4 semanas
e : : >
12 dia CON O
| 30 dias de idade | i imeti - 302 dia |
Veiculo Carboximetilcelulose | 60 dias de idade

(CMC0,5% —0,1ml/dia)

DT
Dose semelhante a terapéutica
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Figura 9: Resumo do protocolo experimental. Acervo pessoal.

A dose similar a terapéutica (DT) foi determinada a partir da dose utilizada em
humanos (0,06 mg/kg/dia; Menke et al., 2009) sendo adaptada para animais
(Reagan- Shaw, Nihal e Ahmad, 2007).

A dose de abuso foi determinada no presente estudo como sendo 15 vezes a dose
terapéutica, uma vez que a literatura considera como dose de abuso um valor entre

10 a 100 vezes a dose terapéutica (Brower, 2002).

Os animais foram pesados duas vezes por semana desde o primeiro até o ultimo

dia de tratamento para avaliar o peso corporal e para ajuste das doses.

Todos os animais realizaram os testes comportamentais ao final do tratamento e
posteriormente foram sacrificados por decapitagdo com guilhotina para a retirada do
cortex pré-frontal (CPF), amigdala e hipocampo, que foram alocados em
eppendorfs individuais, temporariamente em gelo seco e subsequentemente

armazenados no freezer a —80°C.



3.4 TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

Figura 10: Imagem representativa de um LCE composto por dois bragos fechados e
por dois bragos abertos onde o rato tem seu teste gravado por 5 minutos para

analise posterior. Adaptado de Tucker e McCabe, 2017.

O teste de labirinto em cruz elevado foi descrito por Handley e Mithani, 1984, onde o
tempo gasto ou numero de entradas no brago fechado, quando estes forem maiores
gue no brago aberto, entre outros parametros representam um comportamento mais
aversivo a exposicao, visto que o rato € um animal exploratorio que evita ambientes
onde pode ficar exposto a predadores (bragos abertos), portanto € considerado um

comportamento mais ansioso (Handley e Mithani, 1984).

Idealizado para avaliar a ansiedade animal, o aparelho utilizado consiste em dois
bragos abertos opostos (50 x 10 x 1cm) e dois bragos fechados (50 x 10 x 40 cm),
também opostos, sob a forma de uma cruz grega, ligada por uma plataforma central
(10 x 10 cm) 50cm acima do nivel do chao. O teste foi conduzido sob uma luz
vermelha difusa (5 lux). Os animais foram colocados no centro do aparelho com a
cabeca voltada para um dos bracos fechados e seu comportamento foi observado

durante 5 minutos.



Os seguintes parametros foram avaliados:
1. Numero de entradas no brago fechado;
2. O tempo gasto no brago fechado;

3. Numero de entradas nos bragos abertos;

4. Tempo gasto nos bragos abertos.

3.5 TESTE COMPORTAMENTAL DE CAMPO ABERTO (CA)

2 n 8 3 90 [ 2 n e, 2 o M 3
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Figura 11: Imagem demonstrativa do teste de Campo Aberto a partir do programa
AnyMaze utilizado para analise das gravacdes do teste. As areas em verde
delimitam a regido central do CA ou a periferia, regides que sado consideradas para

a analise do comportamento dos ratos. Fonte: Site do AnyMaze.



O teste avalia a atividade locomotora e se baseia em um campo aberto
quadrangular (100 x 100 x 30cm) dividido em area central e a area de periferia para
avaliar a atividade exploratéria dos animais. Cada animal foi colocado no centro do
campo aberto no comecgo do teste e os seguintes parametros foram registrados por
5 minutos:

- Atividade locomotora - distancia total percorrida em todo o campo;

- Atividade locomotora — o numero de vezes em que o animal invade com as quatro

patas uma das areas da arena;

- Atividade locomotora — a distdncia percorrida em cada area do campo

separadamente;
- Tempo gasto em cada area do campo.

Todos os protocolos foram descritos por Calvin Hall em 1934, que descreveu os
resultados da diminuicdo da atividade exploratéria como comportamento
semelhante ao ansioso, assim como maior tempo gasto na periferia do campo

evitando a exposi¢cao a possiveis predadores.
3.6 ANALISE DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

A técnica de Western Blot foi utilizada para deteccao da expressao das proteinas
DrD2, SOD, CAT e TNF-a. nas amostras das areas cerebrais (cortex pré-frontal,

hipotalamo e amigdala).

Para amigdala e cortex pré-frontal, duzentos miligramas de cada tecido e para o
hipocampo, duzentos e cinquenta miligramas, foram homogeneizados
separadamente em tampao de lise (100 mmol/L de NaCl, 50 mmol/L de Tris-base, 5
mmol/L de EDTA, 2 Na, 50 mmol / L de Na4P207.10H20, 1 mmol / L de MgCI2, 1%
de Nonidet P40, 0,3% de Triton x-100 e 0,5% de desoxicolato de sbédio, pH = 8),
contendo inibidor de protease (Sigma Fast, Sigma, EUA) e inibidores de fosfatase
(20 mmol/L de NaF, 1 mmol/L de Na3VO4). As proteinas totais foram dosadas pelo
método de Bradford (Bradford, 1976). Cinquenta microgramas de proteina de
amigdala e cortex pré-frontal e oitenta microgramas da amostra do hipocampo
foram diluidos em tampéao (5x - 2M Tris, pH = 6,8, 20% glicerol, 30% SDS, 25%
mercaptoetanol, 0,1% Bromophenol Blue) e foram separados por eletroforese



usando SDS-PAGE (Figura 12).
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Figura 12: Esquema global de uma eletroforese em gel. Fonte: Adaptado e

modificado de http://www.creative-diagnostics.com/Sample-Gel-Preparation.htm.

As proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Biorad). Apds
incubagédo com solugdo de bloqueio (Tris 20 mM, NaCl 150 mM pH 7,6, Tween a
0,05% e albumina a 4%), as membranas foram incubadas a 4°C, durante a noite
com anticorpos primarios especificos: anti-SOD2 ([1:4000], BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA), anti-Catalase ([1: 14.000], Sigma, St. Louis, MO, EUA), anti-DrD2
([1:1000], Alomone, Jerusalém, ISR) e anti-TNF-a ([1:200], Santa Cruz
Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA). Em seguida, as membranas foram lavadas (5
min, trés vezes) e incubadas durante uma hora com anticorpo secundario
conjugado com peroxidase (HRP) [1:5.000]: anti-lgG mouse (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) anti-lgG rabbit (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As bandas
imunorreativas foram detectadas com uma reacdo de quimioluminescéncia
utilizando substrato de peroxidase (Luminata HRP Substrate-Millipore) e a reagao
foi captada em um sistema Bio-Rad ChemyDoc e quantificada pelo software Bio-rad
Image Lab 6.0.1.34. Em cada ensaio experimental fez-se a normalizagcdo em
relagao ao controle, sendo realizada com a proteina GAPDH com vista a diminuir os
possiveis erros associados as variagcdes nas concentracbes das proteinas. Os
resultados foram expressos como percentual (%) do controle.



3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados usando o programa GraphPad Prism 6 e foram
expressos como média + erro padrao da média (EPM). Foi utilizada a andlise de
variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida pelo teste de Fischer LSD post
hoc, devido a sua sensibilidade para testes como os que foram realizados e

considerado como significativo o valor de p < 0,05.



4 RESULTADOS

Na avaliagdo comportamental de ansiedade por meio do teste de Labirinto em Cruz
Elevada (LCE) o grupo DT apresentou aumento no numero de entradas no brago
aberto comparado com o] grupo controle (Figura 13A -
CON: 8.8; DT: 13.0; DA: 8.0), enquanto o grupo de dose abusiva ndo apresentou
alteracdo. Entretanto, em comparagdo com o grupo DT, houve um menor numero

de entradas no grupo DA (figura 13A).

No entanto, ambos DT e DA apresentaram menor tempo gasto no brago aberto
comparado aos valores do grupo controle (figura 13B - CON: 148.8; DT: 97.5; DA:
83.4; em segundos). Como consequéncia, o tempo percentual no brago aberto &
significativamente menor nos dois tratamentos, comparados ao controle (Figura
13C - CON: 51.2; DT: 32.5; DA: 27.8).

O numero de entradas e o tempo nos bragos fechados do LCE também foram
alterados pelo tratamento. Os valores de DA foram menores que os dos grupos
CON e DT (figura 13D - CON: 21.9; DT: 18.3; DA: 8.1), ndo havendo diferenga
entre o grupo controle e o DT. Ao mesmo tempo, DT e DA aumentaram o tempo
gasto no braco fechado em comparacado com o controle (Figura 13E - CON: 127.1;
DT: 173.3; DA: 192.6; em segundos).
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Figura 13: Efeito dos tratamentos no numero de entradas e no tempo gasto nos
bracos abertos ou fechados do LCE. Os dados s&o expressos como média £ EPM.

*p <0,05 vs. CON; # p <0,05 vs. DT. N=10

Para aprofundar esses achados, realizamos o CA como um teste complementar.
Corroborando os dados do LCE, o DT diminui o tempo gasto no centro comparado
ao controle (Figura 14A - C: 34.0; DT: 16.4; DA: 27.1; em segundos), porém, sem
alteracdo no grupo DA. No entanto, ndo foram obtidas diferengas entre os grupos
nos demais parametros (figura 14B-D) no tempo gasto na periferia (CON: 268.4; DT:
278.8; DA: 268.8; em segundos), na distancia percorrida no centro (CON: 1.4; DT:
1.4; DA: 1.4; em metros) e nem na distancia em geral (CON: 9.9; DT: 9.9; DA: 9.7;

em metros).
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Figura 14: Efeito do tratamento dos testes de LCE e CA. Ndo ha mudangas na
distancia geral e o centro do teste e no tempo gasto na periferia, mas ha diferenga
no tempo gasto no centro pelo DT comparando com CON e DA. Os dados séao
expressos como média + EPM. * p <0,05 vs. CON; #p <0,05 vs. DT. N=10

Como observado na figura 15, foi avaliado a expressao DrD2 no hipocampo e na
amigdala, ndo havendo diferenga significativa entre os grupos, embora tenha uma
tendéncia (p <0,054) de aumentar a expressao desse receptor na dose abusiva no
hipocampo (Figura 15A). Em nosso estudo, na avaliagdo desse receptor no CPF nao
foi possivel detectar sinal dessa proteina em nossas amostras, o que acreditamos

ser devido a técnica utilizada que nao apresentou sensibilidade suficiente.
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Figura 15: Efeito dos tratamentos na expressado do DrD2. Painel (A) expressao de
receptor de dopamina do tipo 2 (DrD2) no hipocampo. Painel (B) expressao de DrD2
na amigdala. O sinal de cada proteina foi normalizado pela respectiva quantidade de

GAPDH. Os dados sao expressos como a média + EPM; N=6.

As enzimas antioxidantes foram analisadas no hipocampo, na amigdala e no cértex
pré-frontal. A Figura 16 mostra que a expressao dessas enzimas foi diferente entre
0S grupos apenas no hipocampo de acordo com a dose de tratamento. DA
apresentou menor nivel de SOD em relagcdo ao DT, mas nenhum dos grupos
tratados foi diferente do grupo CON (figura 16A). Neste nucleo, a expressao da
proteina CAT foi aumentada em DT quando comparada com os valores CON (figura
16B). Por outro lado, o grupo DA apresentou valores semelhantes ao grupo CON e
menores que o grupo DT. Nao houve diferenga entre os grupos nas demais areas
estudas (figura 16 C-F).
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Figura 16: Efeito dos tratamentos na expressao das proteinas SOD e CAT. Painel
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Assim como o grafico representado na figura 17, a expresséao da citocina inflamatdria
TNF-a ndo foi alterada entre os grupos independente da dosagem do tratamento e

regido estudada.
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Figura 17: Efeito dos tratamentos na expressao da proteina TNF-a no hipocampo,
amigdala e cértex. Painel (A) Hipocampo, painel (B) Amigdala. Painel (C) Cértex.
Nos painéis superiores, imagens representativas. O sinal de cada proteina foi
normalizado pela respectiva quantidade de GAPDH. Os dados sao expressos como

a média £ EPM. Numero de animais por grupo: 6



5 DISCUSSAO

O resultado do teste de LCE evidenciou um efeito ansiogénico nos ratos que tiveram
tratamento com o OXA em ambas as doses. Adicionalmente, o teste de CA
corroborou esse achado do LCE no grupo DT, mas, curiosamente, ndo para o grupo
DA. Essa interpretacéo esta baseada no protocolo do teste, que caracteriza o animal
com comportamento mais ansioso quando passa mais tempo nos bragos fechados
do LCE ou na periferia do CA (Clark, 2003; Handley e Mithani, 1984; Olivares et. al.
2014). Na literatura, podemos observar os EAAs podem agir diferentemente na

ansiedade.

Em estudo realizado por Minkin et al (1993) com ratos Long-Evans machos, tratados
com nandrolona 10 ou 50mg/semana por 8 semanas, observou-se que havia efeito
ansiogénico no teste de CA, independente da dose, semelhante aos nossos
resultados do LCE, apesar de termos encontrado diferenca entre as doses no CA.
Por outro lado, Bing et al. (1998) avaliou a ansiedade pelo teste de conflito (Vogel)
em ratos Wistar machos, tratados com implante de testosterona (dose préxima a
fisiolégica) durante 8 semanas e um segundo experimento que teve um tratamento
agudo de 5mg/kg 24 horas antes do teste. Nesse estudo, os dois tratamentos

apresentaram efeito ansiolitico.

Como revisado por Clark et al, (2003) esses efeitos na ansiedade podem ser de
forma tempo-dependente como foi possivel demonstrar com os experimentos de
LCE e CA realizados por Bitran et al (1993) com ratos - Long — Evans machos, entre
60 — 70 dias de idade, tratados com Testosterona (~3,5 — 5 mg/kg/dia); quando
tratados por 6 dias obteve como resultado uma reducao da ansiedade, e de forma
contraria, quando tratados por 14 dias observou-se um aumento da ansiedade,
sendo assim, os nossos achados com 30 dias esta de acordo com os resultado por

ele encontrados em relag&o ao maior tratamento (Bitran et al., 1993).

Além disso, alguns trabalhos demonstraram efeito dose-dependente, como foi
relatado no estudo com camundongos machos tratados agudamente com injecao
intraperitonial de neuroesteroide pregnenolona (PREG) ou sulfato de pregnenolona
(PREGS) na faixa de 0,01 até 100ug/kg, 20 minutos antes da realizagdo dos testes
de LCE e CA. O resultado observado com a PREG foi a indugcdo de efeito



ansiogénico nas doses 0,01 e 100ug/kg, o que se aproxima dos resultados
observados no nosso estudo. No entanto, quando eles avaliaram PREGS, este
apresentou efeito paradoxal, sendo ansiogénico quando aplicado nas doses de 1 ou
10ug/kg, e ansiolitico na dose de 0,1ug/kg (Melchior, Ritzmann,1994), sem efeito nas
demais doses. Esse estudo também evidencia que o efeito pode variar de acordo

com a droga utilizada, mesmo que ele tenha utilizado doses iguais.

O efeito ansiogénico que foi observado no presente estudo pode estar relacionado a
acao direta ou indireta do esteroide oxandrolona e/ou seus metabdlitos na via
dopaminérgica, pois como foi demonstrado por Vashchinkina et al (2014), os
neuroesteroides podem induzir uma neuroadaptagédo prolongada nesses neurdnios.
Essa hipbtese poderia contribuir para a explicacdo dos efeitos tempo-dependente
que foram observados no estudo de Bitran et al. (1993) citado anteriormente,
podendo haver uma relagdo com o tempo necessario para que ocorra a
neuroadaptagéo das vias dopaminérgicas da ATV. Ademais, estudos realizados com
animais jovens demonstram que efeitos comportamentais dos EAAs, como
ansiedade e depressdo podem permanecer mesmo apos a interrupgdo do
tratamento (Kalinine et al., 2014; Rainer et al., 2014; Cunningham e McGinnis, 2007;
Schwartzer et al., 2009).

Na avaliagdo relacionada a via dopaminérgica feita com a anadlise de expressao
proteica do receptor DrD2, o resultado, apesar de nao apresentar diferenga
significativa, mostrou uma tendéncia de aumento no hipocampo na dose abusiva,
mas nao na dose semelhante a terapéutica, e sem alteragbes na amigdala e CPF
independente da dose. Nesse sentido, Tyson et al. (2014), utilizando ratos da
linhagem Sprague-Dawley castrados com 45 dias de idade, que receberam implante
de testosterona ou dihidrotestosterona (DHT) por 2 semanas, alcangaram
concentragcbes plasmaticas de aproximadamente 10 a 100 vezes a dosagem
fisiolégica, e demonstrou que o tratamento aumentou a expressao génica do DrD2,
enzimas de degradagdo MAO e Catecol O-Metiltrasferase (COMT), transportadores
de dopamina (DAT) e enzima de formacao de catecolaminas, a tirosina hidroxilase
(TH), presentes na substancia nigra, enquanto nenhumas dessas alteragbes foram
observadas no estriado dorsal (Purves-Tyson 2012, 2014). Esse aumento de DrD2
na substéncia nigra, se assemelha aos nossos resultados em relagdo a expressao

proteica do DrD2 no hipocampo.



Em paralelo ao estudo anterior, Jardi et al., (2018) utilizando camundongos com 16
semanas observou que apesar da castracdo nao ter promovido efeito na
concentracdo de dopamina no estriado, a reposigcao hormonal com implante de
testosterona ou DHT aumentou o nivel de transcrigdo génica do DrD1, DrD2 e MAO-
a. Ja em animais desprovidos do receptor AR (knockout — ARKO) houve uma
reducdo de dopamina. Nesse mesmo estudo, a testosterona estimulou a realizagao
de atividade fisica, que parece envolver as vias dopaminérgicas, tanto em animais
castrados quanto ARKO (Jardi et al., 2018). Nesse caso, a transcricdo dos
receptores de dopamina e da MAO-a foram alteradas pela presenca de doses
exdgenas de testosterona, ja que em camundongos ARKO houve reducédo da
dopamina, pode se inferir que a dopamina tem uma relacdo direta com esse
horménio sexual, assim como a motivagao para atividades fisicas. Em nosso estudo,
abordamos a relacédo que a oxa pode exercer sobre a dopamina quando levamos em

consideragao o efeito ansiogénico que foi observado.

Além dos efeitos em longo prazo dos EAAs, também foram observadas acgbes
rapidas nas vias dopaminérgicas, como mostrado por Pont et al. (2002) usando
microinje¢cdes intracerebroventricular do neuroesteroide alopregnolona onde
observou aumento da liberacdo de DA no nucleo accumbens. Adicionalmente, foi
observado no estudo de Birgner (2008) realizado com decanoato de nandrolona
(Deca) durante 14 dias com dose baixa (3mg/kg) e dose alta (15mg/kg) que o uso de
EAA pode levar a redugédo da MAO no caudado putdmen e amigdala, induzindo um

aumento da biodisponibilidade de dopamina (Birgner, 2008).

Um ponto importante a se destacar € que essas alteracdes promovidas pelos EAAs
podem ocorrer de forma regido-dependente, como visto em um estudo realizado por
Kindlundh et al., (2001) com a administragdo de 15mg/kg de nandrolona em ratos
Sprague-Dawley por 15 dias via injecdo intramuscular onde foi observado
diminuicdo dos DrD1 no caudado putdmen e nucleo accumbens e diminuicido do
DrD2 no nucleo accumbens shell. No entanto, houve aumento de DrD2 no caudado
putdmen, nucleo accumbens core e na ATV (Kindlundh et al., 2001). Assim como foi
visto em nossos resultados, os niveis de dopamina podem se apresentar em

concentracdes diferentes de acordo com a regido que é avaliada.



Além dos resultados encontrados na via dopaminérgica, decidimos explorar outras
vias pelas quais a oxandrolona poderia interferir no comportamento semelhante ao
ansioso, em especial as vias de contraposigao ao estresse oxidativo (antioxidantes),

e a inflamacgao, uma vez que outros estudos demonstraram relagéo entre eles.

Nesse sentido, em nosso estudo, foi encontrado um aumento da enzima CAT no
grupo DT no hipocampo, ndo sendo encontradas diferencas nas regides da
amigdala e CPF, nas doses estudadas. Na literatura é relatado um aumento de
EROs e de enzimas antioxidantes decorrentes do uso de EAAs. No estudo realizado
por Arazi, Mohammadjafari e Asadi (2017), voluntarios usuarios de EAAs de forma
regular, apresentam aumento de marcadores de estresse oxidativo 8-hidroxi-2-
desoxiguanosina (8-OHdG), malondialdeido (MDA), e enzima antioxidativa
Glutationa Peroxidase (GPx) em relacdo aos voluntarios que nunca fizeram uso
dessas substancias, caracterizando que os efeitos adversos do uso prolongado de
EAA fornecem um estresse oxidativo sustentado, o que consequentemente pode
levar a0 aumento de enzimas antioxidativas como mecanismo protetor desse

sistema (Arazi, Mohammadjafari e Asadi, 2017).

Além dos estudos sobre EAA induzindo estresse oxidativo, ha estudos que relatam
uma relagcéo entre as desordens psicolégicas com o aumento das espécies reativas
ao oxigénio (Steenkamp et al., 2017). Nesse contexto, o mecanismo protetor das
enzimas antioxidantes poderiam reduzir o estresse oxidativo e consequentemente
impedir os efeitos comportamentais induzidos pelos EAAs. De fato, na presenca do
estresse oxidativo, a caracteristica lipidica do cérebro favorece a peroxidacgao,
resultando em danos celulares e alteragdes neurofuncionais e de neurotransmissao.
Bouayed et al. (2009), analisou camundongos ansiosos e ndo ansiosos no teste de
claro/escuro e descobriu que a ansiedade €& acompanhada por niveis
acentuadamente elevados de EROs nas células neuronais e gliais no cerebelo e no
hipocampo, assim como nos neurdnios do coértex cerebral (Bouayed et al., 2009).
Interessantemente, Holmes et al (2013) sugere que os EAA podem ser
neuroprotetores antes da ocorréncia do estresse oxidativo, porém, sdo neurotoxicos
na presenca do estresse oxidativo, como foi observado em estudo realizado com
cultura de células, quando essas foram expostas a espécies reativas ao oxigénio
havendo um pré-tratamento com T ou DHT enquanto outro grupo apenas recebeu o

tratamento apds a indugéo do estresse oxidativo. Assim, foi possivel observar que os



androgenos possuiam capacidade de induzir a morte celular quando o estresse

oxidativo ja estivesse estabelecido (Holmes et al., 2013).

Estudos demonstram que estresse oxidativo pode causar inflamagdo devido a
interacdo das EROs com outras moléculas levando a danos celulares envolvendo
citocinas inflamatérias como TNF-a. Além do TNF-a, marcadores inflamatérios estao
presente em doencgas psicolégicas como a depressao, que é o caso de um estudo
realizado em 2000 por Bottglieri que demonstra que pacientes afetados pela
depressdo exibem um aumento significativo de marcadores imunoinflamatorios
(Bottiglieri, 2000). Por sua vez, foi demonstrado que a neuroinflamacgéo eleva a
producao de EROs e esse estresse oxidativo, por sua vez promove inflamacao,

formando um loop (Fischer & Maier, 2015).

Dado o fato de que uma das citocinas geralmente envolvida nesses processos € o
TNF-a, nosso estudo analisou essa proteina como marcador para a avaliagdo da
inflamacao. Nosso estudo n&o encontrou alteracdo na analise da expressdo de

TNF-a tecidual no hipocampo, amigdala ou CPF.

Diferente dos nossos resultados, Maggio (2006), em seu estudo relatou que a
reposicao de testosterona reduz inflamagao em jovens e idosos com hipogonadismo
(Maggio, 2006) enquanto resultados anteriores do nosso grupo demonstraram que
os EAAs sao capazes de aumentar a producdo desses citocinas inflamatorias
quando em abuso, como visto em um estudo de Franquni et al. (2013) que o
tratamento com Deca, 20mg/kg/semana durante 4 semanas em ratos Wistar
machos, aumentou a quantidade de TNF-o nos grupos tratados (Franquni 2013).
Dessa forma, esperava-se que poderia ocorrer aumento desta citocina nos nucleos
estudados na dose abusiva de OXA e houvesse uma relagdo com o comportamento

ansioso em nosso estudo, o que nao se confirmou.

De fato, a inflamagdo vem sendo relacionada com o comportamento ansioso em
estudos que fornecem fortes evidéncias de que o TNF-a contribui para o
desenvolvimento de ansiedade (Chen et al., 2013). Chen demonstrou aumento de
TNF-aona amigdala de camundongos e consequente desenvolvimento de
comportamento ansioso avaliado por meio do LCE e CA. Dessa forma, elucidando a
relacdo da inflamac&o com a ansiedade.



Nesse estudo, podemos observar que os resultados encontrados podem ser mais
bem elaborados se o tempo ou a dose de tratamento forem modificados para que
sejam cada vez mais proximos do que € encontrado em humanos visto que os dados
tendem a ser translacionais. Certamente, mais estudos sdo necessarios para melhor
compreender os mecanismos envolvidos na alteragdo do comportamento ansioso
observado em ratos jovens, assim como avaliar o comportamento em um periodo
maior de estudo, na medida que os efeitos podem ser exacerbados apés uma
exposig¢ao prolongada desencadeando outras complicagdes relacionadas ao uso de
EAAs.

Dados disponiveis na literatura se apresentam de forma controversa, o que indica
que os EAAs podem agir de forma diferente de acordo com o organismo, tecido,
tempo e dose estudados. Assim, novos estudos se tornam necessarios para que

sejam esclarecidas questdes relativas a essa classe de farmacos.



5 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a administracdo de oxandrolona em dose dose
semelhante a terapéutica (2,5mg/kg/dia) e em dose supra-terapéutica
(37,5mg/kg/dia), por um periodo de quatro semanas a ratos foi capaz de promover
comportamento semelhante ao ansioso. Foram observadas alteragbes na via
antioxidante pelo resultado da alteragcéo da concentragdo de enzimas desse sistema,
e com tendéncia de aumento do receptor de dopamina no hipocampo, sem
participacdo de citocinas inflamatdrias nessas condicbes estudadas. Pode se
concluir que apesar de alguns beneficios citados ao longo do estudo e das
importantes funcdes exercidas no organismo, o uso desse farmaco deve ser feito
com cautela e sob orientagcdo médica para que nao haja surgimento de efeitos

negativos relativos ao uso do farmaco.
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