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RESUMO

Os esterdides androgénicos anabdlicos (EAA) sdo usados no tratamento de
hipogonadismo masculino, andropausa associada ao envelhecimento, osteoporose, anemia
associada a doenga renal cronica, sindrome de imunodeficiéncia adquirida, politraumatismo
e em periodos pds-operatdrios. Porém, o uso de EAA, com finalidades ndo—terapéuticas, e
em altas doses, apresenta graves efeitos colaterais que incluem alteragdes de humor,
agressividade e aumento da incidéncia de suicidios. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito do decanoato de nandrolona sobre o nivel de ansiedade de ratos. Ratos machos
Wistar, com 2 meses de idade foram aleatoriamente divididos em 6 grupos (n = 12-
15/grupo): controle, veiculo, nandrolona, controle + diazepam, veiculo + diazepam e
nandrolona + diazepam. Animais tratados com veiculo ou nandrolona receberam
administracdo de propilenoglicol (0,2 mL/ Kg i.m.)ou decanoato de nandrolona (5mg/Kg
1.m.), respectivamente, 2 vezes por semana, durante 6 semanas. Ratos do grupo controle
foram submetidos somente aos procedimentos relacionados a rotina do biotério. No fim de
6 semanas, todos os grupos foram submetidos ao teste do LCE, 24 h apds a ultima
administracdo de veiculo ou nandrolona, ou periodo equivalente para o grupo controle. Para
validacdo farmacoldgica dos resultados comportamentais, alguns animais foram tratados
com diazepam (1mg/Kg i.p.), 30 min antes do teste comportamental. Os resultados foram
comparados por andlise de varidncia, e teste de Tukey (p<0,05). Animais tratados com o
nandrolona apresentaram menor porcentagem de tempo nos bragos abertos (1,46 = 0,90)
quando comparados aqueles tratados com veiculo (3,96 £ 0,85) e controles (3,80 = 0,97 %).
O grupo tratado com nandrolona também apresentou menor porcentagem de entradas nos
bracos abertos (6,00 + 1,67) em relagdo aos grupos veiculo (15,06 * 2,80) e controle (16,75
t+ 3,30 %). Contudo, a nandrolona ndo promoveu alteracio no nimero de entradas nos
bracos fechados, na avaliagdo de risco e no nimero de idas ao final dos bracos abertos. O
tratamento com diazepam reverteu os efeitos causados pela nandrolona na porcentagem de
tempo e no nimero de entradas nos bracos abertos. Estes dados sugerem que o decanoato

de nandrolona induziu aumento no nivel de ansiedade em ratos de laboratorio.

PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com



ABSTRACT

Androgenic anabolic steroids (AAS) are used for the treatment of male
hypogonadism, andropause associated with elderly, osteoporosis, anemia associated with
kidney failure, acquired immunodeficiency disease syndrome, politraumatism and post-
surgery periods. However, the AAS abuse and non-therapeutic use, in higher doses show
side effects, including mood alteractions, aggressiveness and higher suicide incidence. The
aim of this study was to evaluate the nandrolone decanoate effect on the anxiety levels in
rats. Male Wistar rats (2 mo.) were randomly divided into 6 groups (n = 12-15/groups:
control, vehicle, nandrolone, control + diazepam, vehicle + diazepam, and nandrolone +
diazepam. The vehicle or nandrolone treated animals received injection of propilenglycol
(0,2mL/Kg, i.m.) or nandrolone decanoate (0,5 mg/Kg i.m.), respectively, twice a week,
for 6 weeks. Control group rats were subject only to procedures related to their routine
living conditions. By the end of 6 weeks, all groups were submitted to the elevated pluz
maze (EPM), 24 hours after the last vehicle or nandrolone injection, or equivalent period
for the control group. In order to pharmacological validation, some animals were treated
with diazepam (1 mg/Kg i.p.) 30 min before the EPM. Data were analyzed by Two-way
ANOVA and post-hoc Tukey test (p<0,05). Nandrolone treated animals showed less
percentage of time spent in the open arms (1.46 * 0.49) compared with control (3.80 *
0.97) and vehicle (3.96 = 0.85 %) groups. Nandrolone treated animals also showed less
percentage of open arms entries (6,00 £ 1,67) in relation to vehicles groups (15,06 £ 2,80)
and control groups (16,75 £ 3,30 %). However, nandrolone did not promote any changes in
enclosed arms entries, risk assessment and final open arms end- exploring. Diazepam
treatment reverted the effects of nandrolone in the time and entries percentage in the open
arms. The present data showed that the treatment with a high dose of nandrolone decanoate

induced an increase in the anxiety level in rats.
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1. INTRODUCAO

Os esterdides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo usados na medicina ha pelo
menos quatro décadas. A indicagdo terapéutica classica dos EAA estd associada a situacoes
de hipogonadismo nos homens e a quadros de politraumatismos, queimaduras e periodos
pOs-operatdrios, nos quais os pacientes podem apresentar deficiéncia no metabolismo
protéico (Wilson, 1996; Creutzberg & Schols, 1999). No tratamento da anemia associada a
doenca renal cronica, ha indicacdo de tratamento com EAA por estimular a sintese de
eritropoetina e a eritropoese (Ballal er al., 1991; Berns et al., 1992). Além destas
aplicacdes, a associacdo de EAA ao tratamento da osteoporose (Van Wayjen, 1972; Gordon
et al., 1999) e da sindrome de imunodeficiéncia adquirida também tem mostrado efeitos
satisfatorios (Creutzberg & Schols, 1999; Rabkin et al., 2000; Currier, 2000). Esses
hormonios sdo utilizados devido a sua eficiéncia em aumentar a retencdo de nitrogé€nio e
inibir o catabolismo protéico (Wilson, 1993).

Porém, os EAA vém despertando a aten¢do de pesquisadores e profissionais na
area de Satde devido a sua utilizagdo, sem prescricdo médica e em altas doses, por atletas
com o objetivo de aumentar a massa muscular para fins estéticos ou melhora do
desempenho fisico (Crist et al., 1983; Brower et al., 1990; Titlestad et al., 1994; Creutzberg
& Schols, 1999). Esta utilizacdo apresenta vérios efeitos colaterais, tais como, atrofia do
tecido testicular, tumores hepéticos e prostaticos (Johnson, 1985; Yesalis, 1993), alteracoes
no metabolismo lipidico (Kuipers et al., 1991), alteracdes emocionais (Gruber & Pope Jr,
2000) e o surgimento de sintomas psicOticos (pope & Katz, 1988). Em animais de
laboratério, o tratamento com altas doses de EAA induziu alteragdes comportamentais
como o aumento na agressividade (Breuer ef al., 2001). Porém, ainda ndo esta clara a
relacdo entre ansiedade e o uso de esterdides anabdlicos, ja que tanto efeitos ansiogénicos
(Minkin et al., 1993) quanto ansioliticos (Aikey et al. 2002) foram relatados.

A ansiedade € uma forma de inibi¢cdo comportamental que ocorre em resposta a
eventos ambientais que representem novidade e/ou sejam punitivos (Rang et al., 1995).
Contudo, devido a influéncia de fatores sociais, econdmicos, culturais, torna-se

extremamente dificil a sua quantificacdo. Por essa razdo, experimentos em animais de
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laboratério sdo muito tuteis. Em pesquisas comportamentais, modelos animais tém auxiliado
os pesquisadores na compreensdo dos mecanismos subjacentes a depressdo e ansiedade, e
na avaliacdo dos efeitos ansioliticos e ansiogénicos de novos firmacos (Green & Hodges,
1991). A ansiedade dos animais pode ser avaliada utilizando-se o teste do labirinto em cruz
elevado (LCE).

Considerando a necessidade de estudos controlados sobre os efeitos de
esterdides androgénicos, € o seu uso freqiiente, em doses excessivas, para fins ndo
terapéuticos, e os potenciais riscos a satde desta prética, o objetivo foi estudar o efeito do

esterdide anabdlico nandrolona sobre o nivel de ansiedade de ratos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ESTEROIDES ANABOLIZANTES

De acordo com a definicdo cldssica, hormdnios sdo substancias quimicas
secretadas, em pequenas quantidades, na circulacdo sangiiinea e que, transportadas até os
tecidos-alvo, produzem uma resposta fisioldgica. Os hormonios sdo classificados
quimicamente, como aminas, proteinas ou esterdides (Wilson, 1996). Os hormodnios
esterdides incluem os hormonios adrenocorticais, os metabdlitos ativos da vitamina D e
aqueles produzidos pelas gonadas, sendo o colesterol o precursor comum desta classe
(Moorandian et al., 1987).

Os esterdides androgénicos referem-se aos hormonios sexuais masculinos. O
termo andrégeno é de origem grega, onde andro significa homem e gennan, produzir.
Assim, a definicdo de um andrégeno € qualquer substincia que produz efeitos
masculinizantes.

Existem quatro formas principais de andrégenos circulantes na espécie humana:
a testosterona, dihidrotestosterona (DHT), androstenediona, dehidroepiandrosterona
(DHEA) e seu derivado sulfatado (DHEAS) (Handa & Price, 2000).

As acgdes dos esterdides sexuais masculinos podem ser divididas em duas
categorias: efeitos androgénicos, relacionados especificamente com a fungdo reprodutora e
caracteristicas sexuais secunddrias, e efeitos anabdlicos, relacionados a estimulagdo do
crescimento e maturagdo dos tecidos ndo-reprodutores.

Os esterdides anabolizantes ou esterdides anabdlicos androgénicos (EAA)
constituem um grupo de substancias que inclui a testosterona, seus metabodlitos e derivados
sintéticos (Thein et al., 1995; Handelsman, 2001), os quais possuem atividade anabdlica
(promocgdo do crescimento) e androgénica (masculiniza¢do) (Evans, 2004). Tais substancias
variam na relagdo entre a atividade anabdlica e androgénica. Como nenhum firmaco
disponivel atualmente é capaz de desencadear somente efeitos anabdlicos (Clarkson &
Thompson, 1997; Lise et al., 1999), o mais adequado é chamar a todos de esterdides

anabdlico-androgénicos (EAA) (American College of Sports Medicine - ACSM, 1987).
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Desta forma, os EAA sintéticos, assim como o0s esterdides anabolizantes
endogenos promovem atividades anabodlicas e androgénicas. Os efeitos androgénicos e

anabdlicos da testosterona estdo listados na tabela 1.

Tabela 1. Efeitos androgénicos e anabdlicos da testosterona (Ghaphery,1995).

Efeitos androgénicos Efeitos anabélicos
Crescimento do pénis Aumento da massa muscular esquelética
Espessamento das cordas vocais Aumento da concentracdo de hemoglobina
Aumento da libido Aumento do hematdcrito
Aumento da secrecao nas glandulas sebiceas Aumento da reten¢@o de nitrogénio
Aumento de cabelos do corpo e face Reducao dos estoques de gordura corporal
Padrao masculino dos pélos pubianos Aumento da deposicdo de cdlcio nos 0ssos

O mecanismo intracelular para essas acdes envolve a interacdo com o mesmo
tipo de receptor (Mooradian et al., 1987). O mecanismo de a¢do dos EAA se inicia com a
passagem através da membrana celular do tecido alvo, e se ligam aos receptores
especificos, em seguida este complexo EAA-receptor se move para o nicleo celular, e o
DNA ribossomal produz novas proteinas que medeiam a acdo dos hormonios (Creutzberg e
Schols, 1999).

Alguns autores tém sugerido que os androgénios também podem alterar a
estabilidade da membrana celular ou ainda atuar em canais i0nicos. Neste sentido, Britan et
al. (1993), observaram que o anabolizante dianabol aumentou o influxo de cloreto através
de canais i0nicos acoplados a receptores gabaérgicos. Assim, Jorge-Rivera et al.(2000),
sugeriram que os androgénios podem modular a neurotransmissdo gabaérgica no sistema
nervoso central (SNC).

Os efeitos dos esterdides androgénicos anabdlicos dependem da afinidade pelos
receptores e da concentragdo deste receptor nos diferentes tecidos alvos. Porém diferengas
na estrutura quimica e nos processos de metabolizacdo dos EAA também influenciam seus

efeitos (Wu et al., 1997, Wilson, JD 1988; Lise et al., 1999; Cunha et al., 2004; Lise et al.,
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1999). Alguns efeitos da testosterona se devem a sua agdo direta sobre receptores
androgénicos. Porém metabdlitos da testosterona formados a partir da acdo Sa-redutase
também atuam nos receptores androgénicos com afinidade maior do que a propria
testosterona. O metabodlito dihidrotestosterona, por exemplo, apresenta afinidade pelo
receptor androgénico 6 a 10 vezes maior em relacdo a testosterona (Wu et al., 1997).

O decanoato de nandrolona ou Deca-Durabolin® foi desenvolvido pelo
laboratério Organon e introduzido em 1962 como uma preparacdo anabdlica injetdvel com
acdo prolongada de até trés semanas, ap6s administracdo intramuscular em humanos, sendo
mundialmente um dos esterdides anabdlicos mais utilizados (Kutscher et al., 2002). Apds a
administracdo, o decanoato de nandrolona é gradualmente liberado e hidrolizado em
nandrolona, a qual apresenta uma maior acdo anabdlica e menor atividade androgénica,
comparada a testosterona (Wilson, 1996).

A nandrolona sofre agdo da 5Sa-redutase no meio intracelular. Entretanto, o
metabdlito resultante, 5 o-dihidrotestosterona, ao contrario da DHT, tem baixa afinidade
pelo receptor androgénico. Esta conversdo ocorre em grandes proporcdes nos Orgaos
sexuais, devido as altas concentragdes da enzima So-redutase, € em menor escala nos
musculos esquelético e cardiaco. Assim, os efeitos androgénicos da nandrolona sdo
menores do que os da testosterona. Como a presenca de So-redutase € menor, nos
musculos, a prépria nandrolona interage com os receptores para esterdides, produzindo
respostas anabdlicas relativamente maiores (Celotti & Cesi, 1992; Cunha et al., 2004).

A nandrolona € classificada como um andrégeno nao aromatizdvel (Hobbs et
al., 1996), devido a sua baixa taxa de conversdo a estrégeno, e por isso seus efeitos
feminilizantes indesejdveis, decorrentes da utilizacdo do EAA em doses suprafisioldgicas
ou por longos periodos, sdo minimizados (Kuhn, 2002; Cunha et al., 2004).

Quanto a utilizacdo terapéutica dos EAA, h4 relatos de que, na antigiiidade, os
Orgdos sexuais e suas secrecdes eram utilizados para o tratamento da impoténcia € como
afrodisiaco. No final do século XIX, o fisiologista francés Charles Eduard Brown-Séquard
experimentou uma terapia de rejuvenescimento, administrando, em si mesmo, inje¢cdes de
um extrato liquido derivado de testiculos de caes e porcos da india, e relatou aumento da

sua energia intelectual e da sua forca fisica. (Hoberman, 1995).
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Durante a Segunda Guerra Mundial, os EAA foram utilizados para restaurar o
balanco positivo de nitrogénio em vitimas desnutridas, submetidas a jejum forcado (Ryan,
1981) e também com o objetivo de aumentar a agressividade dos seus soldados (Lise et al.,
1999). Ao término da 2a Guerra Mundial, os androgénios eram utilizados no tratamento de
pacientes em condicdes terminais ligados a debilidade cronica, bem como no traumatismo,
em queimaduras, na depressdo e na recuperacao de grandes cirurgias. No entanto, somente
na década de 50, os EAA tiveram maior aceitacdo para o uso médico (Cowart, 1989).

A indicacdo terapéutica cldssica dos EAA estd associada a defici€ncias
androgénicas: hipogonadismo, puberdade e crescimento retardados, micropénis neonatal,
deficiéncia androgénica secunddria a doencas cronicas (Conway et al.,2000).
Recentemente, EAA tém sido utilizados no tratamento da andropausa, estado de baixa
testosterona ou hipogonadismo, que estd associada ao processo de envelhecimento. Como
conseqiiéncia desta deficiéncia hormonal, os pacientes apresentam sintomas que podem
incluir perda de energia e de concentracdo, memodria, insOnia, obesidade abdominal,
diminuicdo de atividade sexual. Os efeitos a longo prazo do hipogonadismo incluem
diminuicdo da massa muscular, densidade Ossea e possiveis efeitos sobre o sistema
cardiovascular e no cérebro. Em relacdo aos sintomas psicolégicos, a andropausa promove
diminui¢do da sensacdo de bem estar, ansiedade, irritabilidade, nervosismo, variacdo de
humor e estado de depressdao (Sternbach, 1998; Tan & Philip, 1999). A andropausa
prematura pode resultar do uso excessivo de esterdides anabdlicos, levando a inibi¢do do
eixo hipotdlamo-hip6fise-gonadas, e diminuicdo da secrecdo de gonadotrofinas (Tan &
Vasudevan, 2003).

Os EAA sdo também indicados em situacdes de politraumatismos, queimaduras
e periodos pds-operatérios, nos quais os pacientes podem apresentar defici€éncia no
metabolismo protéico (Wilson, 1996; Creutzberg & Schols, 1999), no tratamento da
anemia associada a doenca renal crOnica, uma vez que estes estimulam a sintese de
eritropoetina e a eritropoese (Ballal er al., 1991; Berns et al., 1992). Além destas
aplicacdes, a associacdo de EAA ao tratamento da osteoporose (Van Wayjen, 1972; Gordon
et al., 1999) e da sindrome de imunodeficiéncia adquirida também tem mostrado efeitos

satisfatorios (Creutzberg & Schols, 1999; Rabkin et al., 2000; Currier, 2000).
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Porém a utilizacdo destas substincias sem prescricdo médica, e em altas doses,
dentro e fora do meio desportivo (Silva et al., 2002), vem despertando o interesse de
pesquisadores e de profissionais da area da Sadde. Através de levantamentos
epidemioldgicos referentes ao uso indiscriminado de EAA, é possivel verificar dados
concretos e assustadores acerca do tema, principalmente no que diz respeito ao aumento da
taxa de mortalidade entre os usudrios de tais substancias.

Um estudo realizado em adolescentes mostrou que 27% dos consumidores de
EAA os utilizavam Unica e exclusivamente para a melhoria da aparéncia (Wu, 1997;
Mottram & George, 2000). Estima-se que centenas de adolescentes norte-americanos tém
se utilizado de EAA (Pope et al. 1988; Buckley et al., 1988; Durant et al., 1993). Yesalis
(1992) estima que entre 4 ¢ 11% dos homens e entre 0,5 e 2,5 % das mulheres ja
consumiram EAA em alguma ocasido, e entre os levantadores de peso, essa propor¢do seria
de 33% a 62% (Brower, 1993).

No Brasil, foi pesquisada a incidéncia do uso desses medicamentos de forma
ilicita, de acordo com a idade, escolaridade e género. Observou-se que os medicamentos
mais utilizados por estudantes sdo os ansioliticos, anfetaminas, anabolizantes e barbitiricos
e que existe uma maior prevaléncia na utilizagdo de ansioliticos e anfetaminas entre as
meninas, enquanto que a utilizacdo de anabolizantes € predominante em meninos
(Magalhaes et al., 1991; Boskovitz et al. 1995; Pizzol et al., 2006). O uso de anfetaminas,
barbittiricos e anabolizantes foi maior em alunos acima de 12 anos (Galduroz et al.,1997;
Pizzol et al., 2006). As anfetaminas e ansioliticos foram mais consumidos nas escolas
particulares, quando comparados as publicas, € seu consumo é maior em estudantes do
ensino médio e em alunos com defasagem escolar. Interessantemente, o uso de barbituricos
e anabolizantes estd associado a defasagem escolar. Também foi verificado neste estudo
que esses individuos tinham fécil acesso aos medicamentos em farmécias, academias, e que
geralmente o seu uso era indicado por parentes ou amigos. O uso de ansioliticos também ¢é
bastante associado com outros medicamentos sendo de maior incidéncia com anfetaminas,
anabolizantes e barbitiricos, nessa ordem (Pizzol er al., 2006). Os resultados sao

semelhantes entre universitarios (Barcellos ef al. 1997).
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Dentre os efeitos colaterais do uso de altas doses de EAA, podem ser citados a
atrofia do tecido testicular, infertilidade, impoténcia, dificuldade ou dor para urinar e
hipertrofia prostatica, tumores hepaticos e de prostata (Johnson, 1985; Yesalis, 1993), e
ginecomastia, devido a maior quantidade de hormo6nio androgénico convertido a estrégeno,
pela acdo da aromatase. Na mulher, pode ocorrer a masculiniza¢do, evidenciada pelo
engrossamento de voz e crescimento de pélos no corpo no padrdo de distribuicdo
masculino; irregularidade menstrual e aumento do clitéris (Wu,1997). Com a administragao
continua e prolongada, muitos desses efeitos sdo irreversiveis (De Rose et al., 1999).

Dentre as alteragdes comuns em ambos 0s sexos, estdo o aparecimento de
acnes, calvicie, aumento da libido; ruptura de tenddo, devido ao aumento exagerado de
massa muscular sem equivalente desenvolvimento do tecido tendinoso, aumento dos niveis
de colesterol de baixa densidade (LDL), e diminuicdo do colesterol de alta densidade
(HDL) (Kuipers et al., 1991), infarto agudo do miocardio, morte subita por hipertrofia
ventricular esquerda (Fineschi ef al., 2001). Quando utilizados na puberdade, causam o
fechamento das epifises dsseas, acarretando déficit final do crescimento em conseqiiéncia
do amadurecimento ¢sseo precoce (De Rose et al., 1999).

A utilizacdo dessas substancias também estd associada a um tipo de tumor de
figado, conhecido como peliose hepdtica, cuja evolucdo resulta em hemorragia neste 6rgao
que pode ser fatal (Stimac et al., 2002). Com base nos niveis elevados das transaminases
séricas aspartato aminotransferase (AST/TGO) e alanina aminotransferase (ALT/TGP),
varios estudos demonstraram disfuncdo hepdtica secunddria a administracio de doses
excessivas de EAA (Pertusi et al., 2001). Estas enzimas estdo presentes em varios tecidos
do organismo, entretanto elevam-se mais freqiientemente em pacientes com alteracdes
hepéticas, podendo refletir dano ao figado, razdo pela qual, varios autores as denominam
enzimas hepdticas (Mincis, 2001). Ainda que a administracdo intramuscular de EAA tenha
se mostrado menos lesiva para o tecido hepatico do que a oral, Saborido er al. (1993)
relataram que a aplicagcdo intramuscular de doses excessivas (2mg/Kg, 5 dias/ semana de
EAA em ratos, durante oito semanas), associado ou ndo a prética de exercicio fisico,
modifica a capacidade hepdtica de metabolizacio de outros fidrmacos, sem afetar

indicadores cldssicos de disfuncao hepatica, como AST/TGO e ALT/TGO.
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O uso abusivo de EAA também pode promover alteracdes hematologicas, entre
essas alteracOes, foram observadas mudancgas no tempo de coagulacdo. Os EAA estimulam
a eritropoiese através do aumento da sintese de eritropoetina, podendo causar policitemia e
aumento do hematdcrito, o que pode favorecer a formacao de trombos e aumentar os riscos
de ocorréncia de acidente vascular cerebral isquémico. Além disso, podem aumentar a
agregacdo plaquetdria e diminuir a fibrindlise e também alterar a imunidade humoral,
através da diminuicdo dos niveis das imunoglobulinas IgG, IgM e IgA (Dawson, 2001).

Outros riscos a saide estdo relacionados a forma de consumo dos EAA. Nos
Estados Unidos, 50% dos usudrios utilizam EAA por via intramuscular, sendo que 20%
destes compartilham seringas, havendo grande risco de contrairem alguma doencga infecto-
contagiosa. Rich et al. (1999) relataram em seu estudo a incidéncia de infecgdes
decorrentes da administracdo de EAA por via intramuscular em atletas de fisiculturismo e
levantamento de peso. Foram encontrados trés casos de infec¢do por HIV (heterossexuais
que compartilharam seringas em vdrias ocasides), um por hepatite B (conjuntamente com
um dos casos de HIV), um por hepatite C, oito relatos de formacado de abscessos, sendo que
dois casos ocorreram depois do uso de um preparo de estanozolol veterinario contaminado,
e os demais casos, devido a falta de assepsia e pela procedéncia incerta das drogas, e outro
de infec¢do por Candida albicans, imunossupressdo secunddria pelo uso de anabolizantes
por dois anos (Rich et al. 1999).

Os efeitos dos EAAs sobre o comportamento dos usudrios também tém sido
amplamente pesquisados. Middleman et al., (1995), apontam os EAAs como fatores que
favorecem a ocorréncia de comportamentos de risco, que incluem o uso de seringas
compartilhadas. O uso de EAA também estd ligado a agressividade (Yesalis et al., 1993),
irritabilidade, raiva e hostilidade (Cowart, 1989) e sintomas cognitivos como distragdo,
esquecimento e confusdo, alteragdes de humor (Gruber & Pope Jr, 2000; Bahrke er al.,
2000).

Corrigan (1996) divide os efeitos psicolégicos provocados pelo uso continuo de
EAA, em altas doses, em trés estagios. O primeiro estagio se caracteriza por efeitos a curto
prazo, que incluem mudancas de humor e euforia, melhora da auto confianga, auto-estima,

entusiasmo, motivac¢do, reducdo da fadiga e diminui¢do da libido. O segundo estagio, inclui
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efeitos a longo prazo, como perda de inibicdo, variagdes de humor, impulsividade e
agressividade. No terceiro estdgio, com a continuidade do consumo de altas doses por
longos periodos, os sintomas podem se intensificar € o usudrio se torna mais violento,
hostil, desenvolvendo comportamento anti-social, auto-destrutivo, como por exemplo
dirigir de forma irresponsdvel envolvendo-se em acidentes automobilisticos.

No que diz respeito aos efeitos imediatos sdo ressaltadas a mudanca de humor e
a euforia, onde existe melhora da confianga, energia e auto-estima, aumento da motivacao e
do entusiasmo. O usudrio também apresenta diminuicao da fadiga, insonia e habilidade para
treinar com dor, irritacdo, raiva e agitacdo. Os efeitos graves manifestam-se quando esses
sentimentos de agressividade evoluem para comportamentos violentos, hostis e anti-sociais.
(Pagonis et al. 2005). Os ataques de furia vdo desde o abuso infantil a assassinatos. Além
disso, a ocorréncia de sintomas psicéticos (Pope & Katz, 1988) e casos de suicidios
(Thiblin et al., 1999) também foram relacionados ao uso de altas doses de EAA.

Além disso, os EAA também podem causar dependéncia em usudrios atletas
competitivos e recreacionais, provocando assim, a sindrome de abstinéncia ligada as
sindromes comportamentais (Copeland et al., 2000; Parssinen & Seppala, 2002).

Os efeitos dos EAA sobre a ansiedade ainda ndo estdo bem esclarecidos, ja que
tanto respostas ansiogé€nicas quanto ansioliticas foram relatadas (Minkin ef al. 1993, Rojaz-
Ortiz et al., 2006), em animais de laboratorio.

Estudos clinicos e experimentais ainda s3o necessdrios para melhor

compreensdo dos efeitos comportamentais decorrentes do uso de altas doses de EAA.
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2.2. ANSIEDADE E MODELOS EXPERIMENTAIS

A ansiedade é um estado emocional que apresenta sintomas como alteracao do
humor, geralmente acompanhados por alteracdes comportamentais e fisiologicas, tais como
palpitagdes, hipervigilancia e sudorese (Pratt, 1992). A ansiedade é uma resposta de alerta
eficaz contra uma ameacga ou um estimulo estressante (Pratt, 1992), e pode contribuir para o
desempenho em tarefas cognitivas (Graeff et al, 1997). Contudo, o limite entre a ansiedade
normal e a patoldgica é muitas vezes dificil de ser estabelecido.

A ansiedade patoldgica € observada quando a resposta a um determinado
estimulo € percebida muito intensamente, de maneira desproporcional ao estimulo,
interferindo na qualidade de vida do individuo e na capacidade em desempenhar
normalmente suas funcdes (Pratt, 1992; Graeff ef al., 1993).

Tanto em individuos normais como em pacientes com ansiedade patoldgica, a
ansiedade pode ser distinguida entre ansiedade traco e ansiedade estado. A ansiedade
estado € definida como um estado emocional transitério ou condi¢do do organismo humano
caracterizada por sentimentos desagraddveis de tensdo e apreensdo, conscientemente
percebidos, com aumento da atividade do sistema nervoso autonomo. A ansiedade traco
refere-se a diferencas individuais na pré-disposicdo a ansiedade, isto €, a diferencas na
maneira de reagir a situagdes percebidas como ameacadoras com maior ou menor
intensificacdo do estado de ansiedade (Andrade & Gorenstin, 1998).

Discute-se também a distincdo entre ansiedade e medo. Ambos sdo
semelhantes, porém, enquanto o medo € fruto de ameaca definida, na ansiedade a fonte de
perigo € incerta ou desconhecida (Graeff & Brandao, 1999; Graeff & Guimaraes, 2001). O
medo e a ansiedade sdo estados emocionais com alto valor adaptativo, associados a reacdes
defensivas desenvolvidas em situagOes de ameaca a integridade fisica ou a sobrevivéncia do
organismo encontrados no meio ambiente onde evoluiram. (Graeff ef al., 1997). As fontes
de perigo sdo diversas, como predadores, estimulos ou situa¢des ambientais que sdo altura,
iluminacdo, dor, novos lugares e objetos, confrontacio e competicdo com animais da

mesma espécie.
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Para interagir com essas mudancas, os animais geralmente usam uma das
quatro estratégias basicas: esquiva, imobilizacdo, ataque defensivo e submissdo (Graeff &
Zangrossi, 2002). A escolha de uma estratégia de defesa leva em consideracdo vdrios
fatores, tais como as caracteristicas do ambiente, a distancia do estimulo ameacgador e
experiéncias prévias. Assim, em situacdes de ameaca como a aproximacao de um predador,
0s animais irdo preferencialmente escapar. Por outro lado, em uma situacdo de proximidade
e contato com um predador, lutas vigorosas, ameacas defensivas ou o ataque ao predador
podem ser mais eficientes. Alternativamente certas espécies incluindo passaros, peixes e
alguns mamiferos podem desempenhar um estado de imobilidade tOnica, “fingindo-se” de
morto por meio do qual os animais podem diminuir o interesse do predador (Marks &
Nesse, 1994). No entanto, as respostas de submissdo quase nunca inibem o ataque
predatorio (Graeff et al., 1997).

Diferentes neurotransmissores estdo envolvidos no estabelecimento da
ansiedade. Entre eles estdo alguns peptideos como o fator liberador de corticotrofina,
hormdénio  adrenocorticotréfico, colicistocinina, esterdides e, principalmente, a
corticosterona; aminas biogénicas representadas pelas noradrenalina, serotonina e
dopamina; e aminodcidos como o 4cido gama-aminobutirico (GABA) e glicina. No
entanto, 0 GABA ¢ a serotonina (5-HT) sdo os mais relacionados aos distirbios da
ansiedade (Graeff er al., 1997).

A participacdo do GABA na ansiedade foi sugerida por estudos sobre o
mecanismo de acdo dos benzodiazepinicos, ansioliticos introduzidos na pratica médica no
inicio da segunda metade do século XX, apds observacdes de que o clordiazepdxido, um
composto benzodiazepinico, tornava os macacos Cinomolgus mais mansos (Randal et al.,
1960). Imamura & Prasad (1998) mostraram que seu mecanismo de acdo estava
relacionado a uma reducdo significativa do influxo de CI' estimulado pelo GABA, no
hipotdlamo de ratos altamente ansiosos. Baseado em efeitos observados em modelos
animais de ansiedade, foi sugerido que esse composto poderia ter potencial terapéutico no
homem (Graeff & Brandao, 1999).

O sistema GABAérgico € responsdvel pela inibicdo quimica no SNC. Os

receptores gabaérgicos sdo acoplados a canais i0nicos altamente permedveis ao ion cloreto

14
PDF Creator - PDF4Free v2.0 http://www.pdf4free.com



(CI'). Quando estes receptores sdao ativados, os canais i0nicos se abrem permitindo o
influxo de CI através da membrana neuronal a favor do gradiente eletroquimico. O influxo
de cargas negativas para o interior da célula produz hiperpolarizacdo da membrana
neuronal e inibe a despolarizagdo da mesma (Korpi & Sinkkonen, 2006), causando os
efeito sedativos e hipnéticos dos agonistas e moduladores de receptores GABA,, tais como
os benzodiazepinicos, neuroesterdides, barbitdricos, dlcool e anestésicos (Mehta et al.,

1999).

Na clinica terapéutica, os benzodiazepinicos sdo eficazes no tratamento do
distirbio da ansiedade generalizada, possuem baixissima toxidade e menor capacidade de
produzir tolerancia e dependéncia comparados aos barbitiricos, durante um tratamento
cronico (Graeff et al, 1997). Porém, podem afetar fungdes cognitivas, por induzir sedagdo,
diminuir a atencdo e produzir amnésia anterograda (Bateson 2002; Buffett-Jerrot & Stewart,
2002; Mancuso et al., 2004). Além do clordiazep6xido, outro composto pertencente a
familia dos benzodiazepinicos, muito utilizado na prética clinica e experimental, ¢ o

diazepam (Graeff et al, 1997).

Apesar de os primeiros benzodiazepinicos utilizados serem produtos sintéticos,
h4 evidéncias de que existem compostos endégenos com fun¢do neuromoduladora no SNC
de mamiferos, que atuam sobre receptores gabaérgicos regulando os estados normais ou
patologicos de ansiedade. A presenca destes receptores no SNC corrobora esta hipdtese

(Medina et al., 1993; Graeff et al., 1997).

Os distirbios da funcdo dos receptores GABAA estdo envolvidos na
patofisiologia de desordens como o alcoolismo, ansiedade, autismo, depressdo, sindrome
pré-menstrual, esquizofrenia e desordens do sono. Estes disturbios, por sua vez, podem estar
ligados a fatores genéticos, como por exemplo, mutacdes nas subunidades de receptores
gabaérgicos ou polimorfismos génicos, alterando a fung¢do do receptor GABA,, devido a
mudancas na composi¢do ou expressdo de suas subunidades (Smith et al., 1998, Benes,

1999, Delorey & Olsen, 1999, Lancel, 1999; Brambilla et al., 2003).

Além do sistema GABAérgico, a transmissdo serotoninérgica também

participa na modulacdo da ansiedade. As primeiras evidéncias neste sentido estdo
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relacionadas a demonstracdes de que agonistas de receptores de serotonina promoviam
efeitos ansioliticos comparédveis aos dos benzodiazepinicos (Graeff & Schoenfeld, 1970).
Esta hipotese € decorrente de observacdes de que os ansioliticos benzodiazepinicos
diminuem a atividade dos neur6nios serotoninérgicos, corroborando com a proposi¢do da
teoria serotoninérgica cldssica da ansiedade, a qual atribui um papel ansiogénico para a
serotonina (5-HT) (Stein et al., 1973).

O antagonista serotoninérgico ritanserina tem demonstrado eficiéncia no
tratamento clinico da desordem de ansiedade generalizada. Em teste de ansiedade com
humanos, este antagonista serotoninérgico acelerou a extin¢do de resposta de condutincia
na pele em reposta a estimulos aversivo, causado pela apresentacdo num auditério
(Hensman et al., 1991) e causou aumento na ansiedade causada pela apresentacdo em frente
de uma camera de video (Deakin et al., 1992).

Deakin & Graeff, (1991) propuseram que distintas vias serotoninérgicas e
subtipo de receptores da 5-HT modulariam diferentes classes de ansiedade. As vias
ascendentes serotoninérgicas, as quais chegam ao nicleo dorsal da Rafe (DRN) e inervam a
amigdala e o cértex frontal, facilitariam os comportamentos defensivos que ocorrem em
resposta a uma ameaca potencial. Devido a estas estratégias de comportamento envolverem
geralmente aprendizado e memoria, elas representam o medo condicionado que pode ser
relacionado com a ansiedade clinica antecipatdria e desordem da ansiedade generalizada.
Por sua vez, as vias paraventricular-DRN, que inervam o hipotdlamo medial e a matéria
cinza periaquedutal dorsal (DPAGQG), inibiriam as reacoes de luta e fuga inatas em resposta a
um perigo proximo. Estes autores sugerem que a liberacdo de 5-HT na amigdala promove
aumento do medo condicionado (evitacdo inibitdria), enquanto a liberacdo desta amina na
DPAG diminuiu o medo incondicional (a esquiva).

Os efeitos da 5-HT sdo mediados por sete classes de receptores: o receptor 5-
HT,, 5-HT,, SHTj3, 5-HT4, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTs € 5-HT;. A buspirona € um dos primeiros
ansioliticos de acdo serotoninérgica. Sua acdo € muito mais lenta que a acdo dos
benzodiazepinicos e seus efeitos ansioliticos podem ndo ser aparentes até vérias semanas
apos o inicio de tratamento (Lister et al., 1990). A buspirona atua preferencialmente em

auto-receptores 5-HTja no nucleo da Rafe (Hoyer & Martin, 1997). A ativacdao desses
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auto-receptores pré-sindpticos promovem uma reducdo na quantidade de 5-HT em nivel
pOs-sindptico, provavelmente na amigdala e no hipocampo. Desta forma, a acgdo
ansiogénica da 5-HT parece ser minimizada sob efeito desta droga.

Os antidepressivos triciclicos e inibidores da MAO, em particular a imipramina,
também sdo efetivos no tratamento da desordem do panico e na ansiedade generalizada
(Kahn et al., 1988), e atuam por meio da inibi¢do dos sistemas de metabolizacdo da 5-HT.

Muitas das informagdes sobre os mecanismos neuronais subjacentes a
ansiedade foram obtidos por meio da experimentacdo animal. Modelos comportamentais
em animais mimetizam algumas caracteristicas elementares de um estado patoldgico
especifico, favorecendo a sua compreensdo e o desenvolvimento de terapias eficazes.
Também fornecem uma aproximacgdo simplificada aos complexos fatores relacionados a
patologia e simplificam o sistema estudado, reduzindo o nimero de varidveis cujo controle
¢ inacessivel, oferecendo, assim, maior grau de controle experimental e permitindo
manipulagdes experimentais que poderiam ser impossiveis em outras circunstincias
(Thrane et al., 1995).

Os modelos animais para estudos comportamentais baseiam-se em respostas
incondicionadas, ou seja determinadas pelo comportamento inato do animal, e em repostas
condicionadas, determinadas pela aprendizagem associativa. Os modelos com base em
respostas incondicionadas sdo féceis, rdpidos, utilizam equipamento de baixo custo, ndo
exigem restricdo de dgua ou comida e utilizam estimulos naturais. Porém nesses modelos,
alguns indices comportamentais podem ser confundidos com alteracOes na atividade
motora, e animais submetidos a estes modelos ndo podem ser reutilizados e ocorre grande
variabilidade nas medidas basais, devido a habituacdo do comportamento. Além disso, os
modelos baseados em respostas ndo condicionadas ndo sdo eficazes para a observacio de
efeitos cronicos de drogas (Dawson & Triecklebank, 1995).

Os modelos baseados em respostas condicionadas tém como vantagem, a
consisténcia e reprodutibilidade das medidas basais observadas no comportamento e a
possibilidade de reutilizacdo dos animais. Por outro lado estes modelos exigem treino

intensivo do experimentador, restricio alimentar e hidrica do animal. Seus resultados sdo
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afetados por sedacdo, relaxamento muscular e somente os benzodiazepinicos apresentam
efeitos consistentes (Dawson & Triecklebank, 1995).

Os modelos baseados na aprendizagem associativa compreendem a resposta
emocional condicionada, caracterizada pela supressdo de uma resposta operante positiva e
reforcada, por exemplo, diante da apresentacio de um estimulo tornado aversivo pela
associacdo com choque (Methot & Deutsch, 1984). Dentro desta categoria estd o modelo de
sobressalto intensificado pelo medo (Davis, 1988). Esse paradigma € usado para estudar as
bases neurobioldgicas do medo e da ansiedade, foi desenvolvido por Brown & Faber (1951)
e € baseado no principio de condicionamento cldssico de Pavlov. Seu desempenho envolve
dois passos distintos: inicialmente os animais sdo treinados a associar um estimulo neutro
de condicionamento a um estimulo aversivo, por exemplo, associar uma luz a um choque
elétrico nas patas. Depois do treino os animais sdao submetidos a um som intenso € a
amplitude de seu reflexo de sobressalto a esse estimulo incondicional é medido na presenca
ou auséncia do estimulo condicionado a luz. Foi demonstrado que a amplitude do reflexo
de sobressalto relacionado ao som € maior quando ocorre na presenca do estimulo
condicionado, ou seja, a luz.

Entre os modelos baseados nos comportamentos inatos estd o modelo de
transicdo claro—escuro, cujo indice de ansiedade se baseia no nimero de transicao entre
dois ambientes, sendo um ambiente claro e amplo e o outro, escuro e pequeno (Crawley,
1981). Outros testes enfocam o comportamento de interagdo social através da freqii€ncia de
interacOes entre dois animais colocados juntos, sendo que, esta freqiiéncia € inversamente
correlacionada com a ansiedade (File & Hyde, 1978). O teste de vocalizagdo induzida pela
separacdo maternal estd inserido no paradigma de interacdo social e € considerado um
modelo de ansiedade no qual sons sdo emitidos pelos filhotes apds a separacdo de sua mae.
Estas vocalizagdes diminuem em nimero, poténcia e freqiiéncia seguido de administragao
de diazepam (Insel et al., 1986), demonstrando sua validade para avaliacdo do potencial de
drogas ansioliticas e ansiogénicas.

O teste enterro defensivo foi originalmente desenvolvido por Pinel & Treit
(1978) e explora o comportamento tipico de roedores de enterrar objetos que estdo

associados a um estimulo aversivo. Neste modelo, os ratos que levam um choque por uma
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sonda montada na caixa de teste uma Unica vez, retornam para enterrar a sonda com o
material presente na gaiola. Este comportamento foi observado quando os choques foram
distribuidos vinte dias antes do teste, confirmando a funcdo da aprendizagem aversiva neste
paradigma (Pinel & Treit, 1978).

O teste de campo aberto é um teste comportamental empregado na avaliacdo do
comportamento exploratorio de ratos. O modelo de campo aberto é um teste muito util na
pesquisa de comportamento animal, pois requer um aparato minimo para sua realizagdo.
Atualmente existem campos abertos circulares (ou arena circular), quadrados, que sdo os
mais tradicionais, ou com orificios no solo (holeboard), (Simon et al.,1994; Rex et al.,
1996; Rebougas & Schimidek,1997; Schimitt & Hiemke,1998). Esse paradigma foi
validado por File & Wardill, (1975) como teste de ansiedade e medida de atividade
locomotora, pelo erguer-se, limpar-se e por respostas autondmicas, como defecacdo e
micc¢ao.

Outro modelo comportamental é o Labirinto em T elevado, designado para
avaliar o envolvimento da serotonina nas desordens de ansiedade generalizada (DAG) e
desordem do panico (DP). Deakin e Graeff (1991) sugeriram que o medo condicionado esta
relacionado com a ansiedade generalizada, enquanto o medo incondicionado estd associado
a desordem do panico. Neste modelo, o medo condicionado € facilitado, enquanto que o
medo incondicionado € inibido pela serotonina liberada de fibras nervosas originadas no
nicleo dorsal da rafe. O labirinto em T elevado foi elaborado para separar a ansiedade
generalizada do medo incondicionado (Viana et al., 1994). Esse aparato é composto de dois
bracos abertos e um fechado, perpendicular aos abertos, sendo o fechado com paredes de 40
cm de altura a 50 cm do chdo. Nesse teste os animais desenvolvem duas tarefas, a evitacao
inibitéria e a esquiva por uma via, que representam a ansiedade generalizada e o medo
condicionado, respectivamente.

No labirinto em T elevado, se os ratos sdo colocados no fim do braco fechado,
eles ndo véem os bracos abertos até que projetem a cabeca em dire¢do aos bracos abertos.
Como a exploragdo dos bragos abertos € uma experiéncia aversiva, porque os roedores
apresentam medo inato de espacos abertos, a colocacdo repetida dos animais no braco

fechado permite que eles aprendam a evitag@o inibitdria dos bragos abertos neste aparato.
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Esta evitacdo esta relacionada ao medo condicionado e a ansiedade generalizada. Por outro
lado, se os ratos s@o colocados no final de um brago aberto, ele pode ir para o inico bragco
fechado do aparato, desempenhando, entdo, uma resposta de fuga, que representa o0 medo
incondicional e que esté relacionado a desordem do panico (Viana et al., 1994).

O labirinto em Y € um teste designado para avaliar a memdria espacial. Ele é
baseado na tendéncia inata dos roedores em explorar novos ambientes (Dellu et al.,2000).
O labirinto em Y consiste de trés bragos idénticos de 50 cm de comprimento, 16 cm de
largura e 32 cm de altura, simetricamente estendido a partir de um centro. Um destes bracos
foi designado como a origem e outro braco como “novidade”, e vdrios objetos sdo
colocados no ambiente ao redor do labirinto para oferecer sugestdes a respeito da
localizag@o. O labirinto em Y consiste de duas triagens separados por um intervalo para
acesso da memoria espacial. A primeira triagem tem duracdo de 10 min e permite que o
animal explore os dois bracos do labirinto, sendo que o terceiro braco permanece
bloqueado. Depois do intervalo, € feita a segunda triagem, durante a qual os trés bragos
estdo acessiveis e consiste numa novidade. Todos os dados sdo analisados comparando o
comportamento em todos os bragos. Para a segunda triagem, os ratos sdo colocados de
costa para o labirinto, come¢cando no mesmo braco, com livre acesso para todos os trés
bracos por cinco minutos. Todas triagens sdo gravadas para andlise. Os dados sdo expressos
em porcentagem do tempo total e a distancia percorrida durante os cinco minutos (Akwa et
al., 2001). Usando o labirinto em Y, Montgomery (1955) mostrou que os animais preferiam
nitidamente os bracos fechados. A exposi¢do a um estimulo novo causa aumento da
exploracdo e do medo, gerando conflito aproximagdo e evitacao.

Com a utilizacdo de modelos animais para o estudo da ansiedade é possivel
reproduzir os aspectos da sintomatologia, etiologia, e possiveis tratamentos para a
ansiedade, bem como identificar compostos ansioliticos e ansiogénicos, € seus mecanismos
de acdo (Treit, 1985; File ef al., 1992). A validacdo de um modelo de ansiedade inclui a
demonstracdo de sua sensibilidade a drogas ansioliticas de uso terapéutico (File & Pellow,
1985; File et al., 1987), e a presenca de correlacao, homologia e isomorfismo em relagdo ao

que se obtém na clinica (Treit, 1985). Os modelos acima citados e também o teste do
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labirinto em cruz elevado, que foi utilizado no presente estudo e serd abordado no préximo

item, atendem a estes critérios.

2.3. LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Este modelo comportamental foi desenvolvido por Handley e Mithani em 1984,
a partir do labirinto em Y utilizado por Montgomery (1955). O labirinto em cruz elevado
(LCE) € um aparato no qual ratos podem explorar livremente dois bracos abertos e dois
bracos fechados (BF) por paredes laterais. Este aparato foi validado para estudos
comportamentais utilizando ratos (Pellow et al., 1985) e camundongos (Lister, 1987). Este
modelo comportamental ndo exige manipulacdo prévia, nem treinamento dos animais e €
sensivel a agentes ansioliticos e ansiogénicos. A validacdo comportamental, fisiolégica e
farmacoldgica deste paradigma foi realizada por Pellow et al. (1985), mostrando que este
teste ¢ uma ferramenta util para avaliar ansiedade no rato.

O comportamento exploratério normal de ratos favorece a exploracao de bracos
fechados. Treit er al. (1993) demonstraram que embora 0s animais sejam capazes de
discriminar a altura dos bragcos abertos (BA). A aversdo pelos bracos abertos parece ser
motivada pela tigmotaxia, uma resposta de defesa natural do animal que induz a
permanéncia proxima a superficies verticais, provavelmente para dificultar a captura por
predadores (Treit e Fundytus, 1988). O animal percebe o ambiente ao seu redor, através do
contato das vibrissas com as paredes verticais, permitindo uma melhor percepcdo do
ambiente e, conseqiientemente, faz com que o animal se sinta mais seguro. Ao contrdrio,
ambientes abertos geram medo e ansiedade, assim, os roedores apresentam uma tendéncia a
permanecer proximos a paredes verticais, o que € conhecido como tigmotaxia, e explica a
preferéncia dos animais pelos bracos fechados no LCE (Treit et al., 1993).

A tendéncia em permanecer nos bracos fechados do labirinto é aumentada por
estimulos ansiogénicos, que aumentam a aversao pelos bracos abertos (Handley e Mithani,
1984; Pellow et al., 1985; Lister, 1987). Ao contrario, estimulos ansioliticos reduzem a
aversdo natural aos bragos abertos e favorece a exploragdo dos mesmos (Pellow et al.,

1985; Dawson et al., 1995).
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O teste do LCE consiste em colocar o animal no centro do aparato e deixa-lo
livre para explorar o mesmo durante 5 minutos. A proporcao de entradas e de tempo gasto
nos bragos abertos, expressos em porcentagem do tempo total e do numero total de
entradas, em bracos abertos e fechados, sdo considerados indice de ansiedade, ja que
aumento no nivel de ansiedade diminui a exploracdo dos bracos abertos (Pellow, et al.,
1985; Lister,1987; File, 1991, 1992). J4 o nimero de entradas nos bragos fechados ¢é
diretamente proporcional a atividade locomotora (File, 1991, 1992; Cruz et al., 1994). A
exploracdo das extremidades dos bracos abertos também € inversamente proporcional ao
medo experimentado pelo animal no labirinto em cruz elevado (Cruz et al.,1994).

Virios estudos foram elaborados para melhor compreensdo dos aspectos
metodolégicos envolvidos no LCE, enfatizando fatores como material utilizado na
construcdo do aparato, o horario de execugdo do experimento, a luminosidade e a duragdo
do procedimento. Outros fatores relacionados a espécie e as diferencas sexuais t€ém sido
considerados.

O material utilizado na confec¢do do aparato e a presenca de bordas rasas nos
bracos abertos do LCE podem influenciar no comportamento do animal (Hogg, 1996).
Fernandes & File (1996) realizaram um experimento no qual ratos foram colocados no LCE
com e sem bordas no braco aberto, apés a administracdo de clordiazep6xido A presenca de
bordas alterou a sensibilidade ansiolitica na primeira e na segunda sessdo do teste, visto
que, o clordiazepéxido produziu um efeito ansiolitico somente quando os animais foram
submetidos apenas uma vez ao LCE, existindo assim uma enorme importancia na
constru¢do do mesmo.

Anseloni et al. (1995) compararam a atividade exploratéria de ratos submetidos
ao LCE com paredes opacas ou transparentes. Os autores notaram que os ratos preferem os
BF tanto nos LCEs construidos com material transparente, como nos LCE construidos com
paredes opacas, confirmando o comportamento natural de roedores em evitar espacos
abertos.

Para a realizacdo do experimento também deve ser considerada a luminosidade
do ambiente onde estd localizado o aparato e a intensidade de luz em cada braco do aparato

(Pereira et al., 2005). Quanto maior a diferenca de luminosidade do ambiente, maior a
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dificuldade do animal em distinguir diferenca de iluminacdo entre os bragcos abertos e
fechados, favorecendo a diminui¢do na exploracdo nos bragos abertos. Estes autores
sugerem que deve ser dada atencdo especial ao material que constitui as paredes BF do
LCE, assim como a fonte de iluminacdo ou a interacio de ambos, para reducdo das
variabilidades no teste LCE.

Outro fator que necessita de atencdo sdo as caracteristicas do animal
experimental: linhagem, género e fases do ciclo estral, no caso da utilizagdo de fémeas
(Hogg, 1996). Quanto as espécies, Rodgers et al. (1999) observaram que ratos
demonstraram maior aversdo ao braco aberto no LCE e menor atividade locomotora, em
relacdo a camundongos. Embora ambas as espécies evitem os bracos abertos, os
camundongos Swiss-Webter gastam mais tempo na plataforma central, enquanto que ratos
permaneceram por maior tempo nos bracgos fechados.

Quanto a linhagem, no estudo que validou o LCE, Pellow et al. (1985)
demonstraram que as linhagens de ratos Lister e Wistar apresentavam o mesmo
comportamento basal neste paradigma. Handley er al. (1993) também verificaram os
mesmos indices de porcentagem e nimero total de entrada nos bracos para estas mesmas
linhagens. Griebel et al. (2000) compararam nove linhagens diferentes de camundongos
swiss, BALB/c, C57BL/6, C3H, CBA, DBA/2, NMRI, NZB, SJL) utilizando LCE, apds a
administracdo de diazepam. As linhagens SJL, NMRI, CBA e C3H apresentam menores
indices de ansiedade, e as linhagens BALB/c, swiss, CBA e C3H foram mais sensiveis ao
diazepam.

Alguns estudos demonstraram os efeitos da diferenca sexual sobre o
comportamento animal no LCE, observando que as fémeas sdo menos ansiosas que machos
(Jonhston & File, 1990, Bridges & Starkey, 2004; Renard et al., 2005, Hoffmann et al.,
2005). E, em fémeas, com relacdo ao efeito do ciclo estral, Marcondes er al. (2001)
observaram menores niveis de ansiedade no proestro, em relacdo ao diestro, no teste do
LCE.

Os ratos apresentam uma tendéncia natural a explorag@o, quando confrontados
com uma situagdo totalmente nova. Maslow (1963) prop0s que o aumento da ansiedade e,

conseqiientemente, do comportamento exploratorio, foram induzidos pela falta de
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informacao do ambiente. Dessa forma, o conhecimento sobre o ambiente poderia reduzir os
niveis de ansiedade do animal. Parra (1999) demonstrou que, a ansiedade induzida pelo
LCE, levaria a diminui¢cdo desse comportamento em um espaco aberto e novo. Treit et al.
(1993) fizeram uma exposicao repetida dos ratos ao LCE para observar se o medo dos
bracos abertos habituariam depois de 18 triagens didrias consecutivas € notaram ndao houve
habitua¢do na evitagdo dos bracos abertos, uma vez que ndo ocorreu aumento na evitagao
destes espacos.

Tem sido demonstrado que o estresse agudo, por choque elétrico, natacdo
forcada, cirurgias e injec@o de salina, alteram o comportamento de roedores submetidos ao
LCE, induzindo respostas indicativas de aumento de ansiedade. Da mesma forma, a
imobilizacdo, a interac@o social e exposi¢ao ao odor de gato ou ao proprio gato, odores de
outro animal da mesma espécie reduzem a exploracdao dos bracos abertos no labirinto em
cruz (Zangrossi, & File, 1992). Além disso, a entrada forcada ou voluntdria nos bracos
abertos do LCE estd associada com a elevagdo dos niveis pldsmaticos de corticosterona,
aumentando comportamento de “freezing”, defecacdo e promovendo mudancgas
comportamentais € hormonais consideradas indice de ansiedade (Pellow et al., 1985;
Dumm e Berridge,1990). A experiéncia de estresse e ansiedade ativa o eixo HPA,
acompanhado de aumentos na secrecdo dos hormodnios liberador de corticotrofina pelo
hipotdlamo, adrenocorticotrofina pela hipéfise e corticosterona (cortisol) pela adrenal
(Dunn & Berridge, 1990).

Com relacdo a validacio do teste do LCE, vérios estudos mostram a
sensibilidade deste modelo experimental a agentes ansioliticos. Pellow er al. (1985),
utilizando o LCE, mostraram que o diazepam e o clordiazepéxido aumentam a quantidade
de entradas e o tempo gasto nos bracos abertos do labirinto. Em outro estudo, os
benzodiazepinicos, nitrazepan e midazolan promoveram aumentos nos mesmos indices,
bem como na chegada ao final dos bragcos abertos, os quais foram revertidos pelos
antagonistas dos receptores gabaérgicos pentilenotetrazol e FG 7142 (Cruz et al., 1994;
Rodgers et al., 1998). Anseloni et al. (1995) também observaram que a administracdo de
midazolan promoveu um aumento nos indices de ansiedade, porém, utilizando o LCE

transparente.
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Martin et al., (2002) investigaram os efeitos do antagonista seletivo 5-HT,, o
SB-242084 no LCE. Estes pesquisadores observaram que, além de induzir um pequeno
aumento na atividade locomotora, demonstrada pelo aumento de transi¢cdes nos bragos
fechados, e no tempo de permanéncia e na distancia percorrida nos bracos abertos, o que €
consistente com efeito ansiolitico deste antagonista.

Pinheiro et al. (2002) investigaram os efeitos de injecdes intra-amigdaléides de
RP62203, um antagonista dos receptores 5-HT,anc. Neste estudo foram observados
aumentos nas porcentagens de entrada e de tempo gasto nos bracos abertos indicando efeito
ansiolitico do RP62203 administrado na porcdo basolateral da amigdala. Em doses
elevadas, este antagonista promoveu um aumento no nimero de exploragdes da
extremidade dos bracos abertos. Ndo foi observada alteracdo no nimero de entradas nos
bracos fechados, indicando que ndo houve alteracdes na atividade locomotora. Os
resultados de Pinheiro et al. (2002) dao suporte para a hipdtese serotoninérgica cldssica da
ansiedade, uma vez que, a exposi¢cdo de ratos ao LCE pode ativar o sistema serotoninérgico
proveniente do ndcleo dorsal da Rafe em direcdo a amigdala, aumentando o estado de
ansiedade.

No presente estudo, o paradigma comportamental escolhido foi o teste do LCE,
por estar baseado em comportamento inato e portanto ndo exigir estimulos que pudessem
induzir estresse nos animais, por sua simplicidade metodoldgica, e por ser um modelo

amplamente validado na literatura para a avaliacdo do nivel de ansiedade em roedores.
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3. PROPOSICAO

Avaliar o efeito do esterdide anabdlico decanoato de nandrolona sobre o nivel

de ansiedade em ratos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

Foram utilizados 80 ratos machos Wistar, padrao sanitdario SPF ("specific
pathogen free"), fornecidos pelo Centro Multidisciplinar de Investigacdo Biologica da
UNICAMP, com 30 dias de idade. Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, por no
minimo um meés até completarem dois meses de idade, em niimero de quatro por gaiola, em
sala climatizada (22 + 2°C), com ciclo claro/escuro de 12/12 h, luzes ascendendo as 6h00,
com alimentacdo e dgua a vontade (Rosland, 1991).

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissio de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Universidade de Campinas, de
acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal (COBEA), sob o

nimero de protocolo 754-1 (ANEXO 1).

4.2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em seis grupos experimentais: 1) Controle, 2)
Veiculo, 3) Nandrolona, 4) Controle + diazepam, 5) Veiculo + diazepam e 6) Nandrolona +
diazepam (Tab.l). Os animais dos grupos veiculo e nandrolona foram tratados com
propilenoglicol ou decanoato de nandrolona, respectivamente, durante seis semanas. Os
animais do grupo controle foram submetidos somente aos procedimentos relacionados a
limpeza das gaiolas, e troca de racdo e dgua, por igual periodo. Como a aplicagcdo repetida
de veiculo ou EAA poderia induzir algum grau de estresse nos animais, a comparagao entre
os grupos controle e veiculo permitiu a avaliacdo da influéncia do desconforto causado
pelas repetidas injecdes permitindo uma andlise mais precisa dos efeitos do EAA. Ao final
de seis semanas, os animais foram submetidos ao teste do labirinto em cruz elevado, para
avaliag@o do nivel de ansiedade.

Para validacdo farmacoldgica dos resultados comportamentais, outros animais

submetidos aos tratamentos acima, foram tratados com o agente ansiolitico Diazepam, 30
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min antes da aplicacio do teste do labirinto em cruz elevado. A seqiiéncia dos

procedimentos experimentais no dia da andlise comportamental estd ilustrada na Figura 1.

Tabela 1. Grupos experimentais realizados para andlise do efeito da nandrolona sobre as
respostas ao teste do labirinto em cruz elevado.

Grupos experimentais
Controle

Veiculo

Nandrolona

Controle + Diazepam
Veiculo + Diazepam
Nandrolona + Diazepam

Transporte do biotério para o laboratério

/ \

Permanéncia no laboratério Permanéncia no laboratério
30 min l l 30 min
Teste do LCE — 5 min Administracdo do agente ansiolitico
l 30 min

Teste do LCE — 5 min

Figura 1. Seqiiéncia experimental para a andlise do nivel de ansiedade, e validacdo
farmacoldgica dos experimentos comportamentais, em ratos controle, tratados
com veiculo ou nandrolona.
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Todos os procedimentos experimentais foram realizados no periodo da tarde,
entre 14h00 e 15h00. Os animais dos grupos veiculo e esterdide anabdlico receberam
respectivamente uma injecao i.m. de veiculo (propilenoglicol 0,2 ml/Kg) ou de decanoato
de nandrolona (Deca-Durabolin® - 5mg/Kg) (Cunha ef al. 2005 a, b), duas vezes por
semana (as segundas e quintas-feiras) entre 14h00 e 14h30 h, durante 6 semanas. Esta dose
de EAA € equivalente aquela geralmente utilizada em academias, sem prescricdo medica:
600mg/semana ou aproximadamente 8mg/Kg/semana (Pope & Katz,1988; Norton et al.,
2000).

Os animais foram pesados, uma vez/semana, € o teste do labirinto em cruz
elevado foi realizado 24 horas apds a ultima administracdo de veiculo ou nandrolona ou
periodo equivalente para o grupo controle (Fig.1). Para validacdo farmacolégica dos
resultados comportamentais, alguns animais foram tratados com diazepam (1mg/Kg i.p.),

30 min antes do teste comportamental (Pellow et al., 1985; Viana et al., 1994).

4.3. TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O labirinto, (Fig.2) construido em madeira, apresenta uma altura de 50 cm, e
dois bracos abertos e opostos (50x10cm), cruzados em um angulo reto por dois bragos de
mesma dimensdo fechados por paredes de 40cm de altura, mas com a porcdo superior
aberta (Marcondes er al., 2001) . Uma borda de acrilico, com altura de 1lcm, envolve os
bracos abertos para evitar a queda dos animais. Esse teste comportamental foi realizado em
uma sala iluminada artificialmente (300 lux), e com isolamento térmico e acustico.

Cada animal foi submetido somente uma vez a este teste comportamental,
sendo colocado no centro do labirinto, de frente para um dos bracos fechados e, observado
durante 5 minutos (Pellow er al., 1985; Setem, 2000; Marcondes et al., 2001). Seu
comportamento foi filmado e posteriormente analisado por outro pesquisador treinado e
calibrado para tal, de forma que o0 mesmo ndo sabia a que tipo de tratamento o animal havia
sido submetido, sendo, portanto um experimento cego. Foi registrado o tempo de
exploracdo dos bracos abertos e fechados € o nimero de entradas nos bracos abertos e
fechados. Uma entrada em cada braco foi considerada quando o animal colocou as quatro

patas em um bracgo aberto ou fechado (Pellow et al., 1985; Cruz et al., 1994).
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50 cm

10 cm

50 cm

Figura 2. Labirinto em cruz elevado.

Os resultados foram convertidos posteriormente em:
1) Porcentagem de tempo de exploragdao dos bragos abertos (%TBA) (100 x
tempo (s) nos bragos abertos/ tempo total de observacao)
2) Porcentagem de entradas feitas nos bracos abertos (2EBA) (100 x n° de
entradas nos bragos abertos/ n° total de entradas)

3) N° de entradas feitas nos bracos fechados (EBF).

A porcentagem de tempo de exploracdo dos bragos abertos é considerada um
indice de medo e ansiedade. A porcentagem de entradas nos bragos abertos estd relacionada
tanto com a atividade locomotora quanto com a ansiedade (Cruz et al., 1994). Por outro
lado, o nimero de entradas nos bracos fechados corresponde a um indice de atividade
locomotora (Pellow et al., 1985; Cruz et al., 1994).

Os seguintes parametros propostos por Cruz et al. (1994) e Rodgers et al.
(1999) também foram avaliados (Setem, 2000):

Numero de vezes em que o animal chega ao final do braco aberto.

Avaliacao de risco - comportamento de conflito do animal.

O nimero de vezes em que o animal chega ao final do bragco aberto é
inversamente proporcional ao seu nivel de ansiedade. A avaliacdo de risco esta diretamente
relacionada com o nivel de ansiedade e € medido pelo nimero de vezes que o animal se

dirige ao centro do labirinto, mas ndo entra em outro brago.
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4.4. ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos dados foi utilizada Analise de Variancia bifatorial,
considerando dois fatores: tratamento e diazepam. O fator tratamento apresentou 3 niveis,
referentes ao tratamento recebido pelos animais durante 6 semanas: controle, veiculo e
nandrolona. O fator denominado diazepam refere-se ao tratamento, ou ndo, com diazepam
30 minutos antes da realizacdo do teste do labirinto em cruz elevado. Quando valores de F
indicaram significancia estatistica, o Teste de Tukey para comparagdes multiplas das
médias foi utilizado para identificacdo dos grupos diferentes. Valores de p < 0,05 foram

indicativos de significancia estatistica.
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5. RESULTADOS

Na figura 3 estdo apresentados os dados referentes a porcentagem de tempo de
exploracdo dos bragos abertos no labirinto em cruz elevado, por ratos controles, e ratos
tratados com veiculo ou nandrolona. Animais tratados com nandrolona apresentaram
diminui¢do significativa neste parametro (1,46 + 0,49) em relacdo aos grupos controle (3,80
1 0,97) e veiculo (3,96 + 0,85; p<0,05), sem diferenca entre os grupos controle e veiculo (p
>0,05).

Os animais dos grupos controle e veiculo, tratados com diazepam, nao
apresentaram diferenca entre si, ou em relacdo aos respectivos grupos nao tratados com
diazepam, neste pardmetro. Porém, nos animais tratados com nandrolona, o diazepam
aumentou significativamente a porcentagem de tempo nos bragos abertos (3,84 + 0,90) em
relacdo aos animais tratados somente com nandrolona. Animais tratados com nandrolona e
diazepam nao apresentaram diferenca na porcentagem de tempo nos bracos abertos, em

relagc@o aos grupos controle e veiculo tratados ou nao com diazepam (p >0,05).
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Figura 3. Porcentagem de tempo de exploracdao dos bracos abertos no teste do labirinto em
cruz elevado dos grupos controle, veiculo e nandrolona, tratados ou ndo com
diazepam. O nuimero de animais estd indicado entre parénteses. O simbolo *
significa diferenca estatistica em relagdo aos demais grupos (p < 0,05).
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O efeito do tratamento com nandrolona sobre a porcentagem de entradas nos
bracos abertos estd representado na figura 4. Houve reducdo significativa na porcentagem
de entradas nos bragos abertos do grupo tratado com nandrolona (6,00 = 1,67) quando
comparado aos grupos controle (16,75 + 3,30) e veiculo (15,06 £ 2,80), sem diferenca entre
os grupos controle e veiculo. O tratamento com diazepam reverteu esse efeito nos animais
tratados com nandrolona (15,25 * 1,58; p<0,05). Porém a administracdo de diazepam ndo
promoveu alteracdo neste parametro, para os animais dos grupos controle (15,53 £ 2,26) e

veiculo (16,14 + 1,81; p>0.05).
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Figura 4. Porcentagem de entradas nos bragos abertos no teste do labirinto em cruz
elevado dos grupos controle, veiculo e nandrolona, tratados ou ndo com
diazepam. O nimero de animais estd indicado entre parénteses. O simbolo *
significa diferenca estatistica em relagdo aos demais grupos (p < 0,05).

A figura 5 ilustra o efeito do tratamento com esterdide anabdlico e diazepam
sobre o nimero de entradas realizadas nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado,
para todos os grupos estudados. Nao foi observada diferenca entre os grupos controle (4,80
+ 0,48), veiculo (5,14 = 0,65) e nandrolona (5,16 = 0,70; p>0,05). O tratamento com
diazepam também ndo promoveu nenhum efeito significativo nos grupos controle (5,85 *

0,68) ou tratados com veiculo (5,08 £ 0,62) e nandrolona (4,67 £ 0,48; p>0,05).
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Figura 5. Numero de entradas nos bracos fechados no teste do labirinto em cruz elevado
dos grupos controle, veiculo e nandrolona, tratados ou ndo com diazepam. O
nimero de animais estd indicado entre parénteses.

Na figura 6 estdo apresentados os resultados referentes ao nimero de idas ao fim
dos bracos abertos do labirinto em cruz elevado, de animais dos grupos controle (0,60 *
0,21), veiculo (0,43 = 0,17) e nandrolona (0,41t 0,19). Nao houve diferenca significativa
entre estes grupos (p>0,05). O tratamento com diazepam também ndo promoveu nenhum
efeito significativo nos grupos controle (0,50 £ 0,20), veiculo (0,67 £ 0,19) e nandrolona
(0,67 £0,19; p>0,05).

Os dados referentes a avaliacdo de risco dos grupos analisados neste trabalho
estdo indicadas na figura 7. N@o houve diferencas na avaliagdo de risco entre os grupos
controle (2,53 + 0,43), veiculo (2,21 * 0,19) e nandrolona (2,67 = 0,22; p>0,05). O
tratamento com diazepam também ndo promoveu nenhum efeito significativo nestes

grupos: controle (2,45 + 0,16), veiculo (2,33 + 0,53) e nandrolona (2,33 £ 0,33; p>0,05).
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Figura 6. Idas ao final dos bragos abertos no teste do labirinto em cruz elevado dos grupos
controle, veiculo e nandrolona, tratados ou ndo com diazepam. O nimero de
animais estd indicado entre parénteses.
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Figura 7. Avaliacdo de risco no teste do labirinto em cruz elevado dos grupos controle,
veiculo e nandrolona, tratados ou ndo com diazepam. O nimero de animais esta
indicado entre parénteses.
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6. DISCUSSAO

Os resultados apresentados mostram que o tratamento com o EAA decanoato de
nandrolona, induziu aumento nos niveis de ansiedade em ratos. O efeito ansiogénico do
EAA decanoato de nandrolona foi evidenciado pela diminui¢cdo na porcentagem de tempo e
de entradas realizadas nos bragos abertos por ratos tratados durante 6 semanas com este
hormonio anabolizante, em relagdo aos animais controle e aqueles tratados com veiculo.

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) estd baseado na exploracdo de um
ambiente desconhecido pelo animal. Como a exploracio do labirinto envolve o
deslocamento do animal, qualquer fator que possa alterar sua atividade locomotora pode
comprometer a andlise comportamental. O fato de ndo ter havido diferenca, entre os grupos
controle, veiculo e nandrolona, no nimero de entradas realizadas nos bracos fechados
mostra que os tratamentos utilizados ndo alteraram a atividade locomotora dos animais.
Logo, a ndo alteracdo no nimero de entradas nos bragos fechados confirma que a menor
porcentagem de tempo e de entradas nos bracos abertos, observados no grupo tratados com
nandrolona, reflete aumento na ansiedade, e ndo estd relacionada a diminui¢io na atividade
locomotora.

A ndo alterag@o da atividade locomotora observada em nosso estudo confirma
a observagdo de Salvador er al. (1999). Estes autores relataram que o tratamento agudo ou
cronico, com decanoato de nandrolona e propionato de testosterona, isoladamente ou
combinados, ndo alteraram a atividade locomotora de camundongos.

Como ndo foram observadas diferengas significativas na porcentagem de tempo
e de entradas nos bragos abertos, ou no nimero de entradas nos bracos fechados, entre os
grupos controle e veiculo, nossos dados também indicam que este efeito ansiogénico se
deve, de fato, a nandrolona, e ndo foi influenciado pela aplicacdo de repetidas injec¢des, o
que pode representar um estimulo desagradavel e estressante.

Estes resultados comportamentais foram validados farmacologicamente pela
utilizacdo do agente ansiolitico diazepam. O efeito de compostos benzodiazepinicos em
modelos animais ja estd bem estabelecido. Para a validacido do teste do LCE, como uma

ferramenta experimental para o estudo da ansiedade, Pellow et al. (1985), mostraram que
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este modelo € sensivel a agentes ansioliticos, tais como o diazepam e o clordiazep6xido, um
dos primeiros compostos benzodiazepinicos. Estes aumentam a freqiiéncia de entradas e de
tempo nos bragos abertos, em animais que apresentam elevacio no nivel de ansiedade. No
teste do LCE, o diazepam constitui o firmaco padrdo para validar as respostas
comportamentais.

No presente estudo, a administracdo de diazepam, 30 min antes da realizagdo do
teste do LCE, anulou o efeito ansiogénico do esterdide anabdlico. Isto foi evidenciado pela
observacdo de que o comportamento de ratos tratados com nandrolona e diazepam ndo
diferiu daquele apresentado por animais controles ou tratados com veiculo, sem
administracdo de diazepam. Além disso, o diazepam ndo alterou as respostas dos grupos
controle e veiculo, como era esperado, ja que sua acdo € evidenciada somente na presenca
de aumento de ansiedade (Pellow et al., 1985). Portanto, os resultados obtidos nos grupos
tratados com diazepam validam a interpretacdo de que as alteragdes observadas na resposta
ao teste do LCE, em ratos tratados com nandrolona, sdo indicativas de aumento nos niveis
de ansiedade (Pellow et al., 1985).

Porém, apesar deste efeito ansiogénico da nandrolona ter sido evidenciada nos
parametros cldssicos avaliados no teste do LCE (porcentagem de tempo e de entradas nos
bracos abertos e nimero de entradas nos bragos fechados), as outras varidveis propostas na
literatura (Rodgers et al., 1998) e utilizadas no presente estudo ndo foram alteradas
(nimero de idas ao fim dos bracos abertos e avaliacdo de risco). O niimero de vezes em que
o animal chega ao final do braco aberto € inversamente proporcional ao seu nivel de
ansiedade (Rodgers et al., 1998), e a avaliacdo de risco, medida pelo nimero de vezes que o
animal se dirige ao centro do labirinto sem entrar em outro braco, € diretamente
proporcional a ansiedade (Cruz et al.,1994, Rodgers et al., 1998). Uma explicagdo para este
resultado aparentemente contraditdrio € que, em modelos animais, as varidveis apresentam
diferentes graus de sensibilidade aos tratamentos experimentais. Assim, sugerimos que a
avaliacdo de risco e a exploracdo do fim do brago aberto possam ndo ser sensiveis aos
efeitos do decanoato de nandrolona, na dose e tempo de tratamentos aqui utilizados.

O efeito ansiogénico do decanoato de nandrolona estd de acordo com o estudo

de Minkin et al. (1993). Estes autores observaram que o tratamento com uma variacao de
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doses, do mesmo EAA, no intervalo de 0,10 a 50 mg/Kg, durante oito semanas, também
produziu efeitos ansiogénicos em ratos, no teste do campo aberto. Os ratos tratados com
altas doses de nandrolona gastaram maior tempo nas margens do campo aberto, o qual € um
indice de ansiedade neste modelo comportamental. (Minkin et al. 1993).

Porém, outros estudos tém sugerido um efeito ansiolitico promovido pelos
EAA, em diferentes testes comportamentais, doses e substancias utilizadas.

Aikey et al. (2002) observaram uma resposta ansiolitica em camundongos,
representada pelo aumento do nimero de exploracao dos bracos abertos, sem alteracdo da
atividade locomotora, no teste do LCE, trinta minutos apds aplicacdo de dose unica de
testosterona ou do metabdlico da testosterona 3-d-androsterona-nediol. Bing er al. (1998),
trataram ratos Wistar com dose Unica de testosterona (5mg/Kg), 24 horas antes do teste do
conflito de Vogel, que consiste em treinar ratos, em restricdo hidrica, a lamber um tubo
com 4dgua, em uma camara operante. Apds o treinamento, cada lambida € acompanhada de
choque elétrico e os nimeros de choques recebidos sdo registrados, sendo inversamente
proporcional a ansiedade. Os autores observaram que os ratos tratados com testosterona
aceitavam mais choques do que animais ndo tratados. Esse dado € consistente com a acao
ansiolitica da testosterona, demonstrada pelo aumento da ingestdo hidrica punitiva em
relacdo ao controle. A observacdo de que a testosterona aumentou a resposta punitiva em
ratos, suporta a teoria de que o paradigma ante conflito pode refletir ndo somente a
ansiedade mas, também impulsividade. Britan et al. (1993) relataram que o tratamento com
propionato de testosterona, durante 6 dias, promoveu um aumento na explora¢do nos bragos
abertos do LCE, em relagc@o ao controle, indicando reducio no nivel de ansiedade. Porém,
no mesmo trabalho, o tratamento durante 14 dias ndo promoveu efeitos ansioliticos.
Segundo estes autores, esta variacdo de respostas se deve ao desenvolvimento de tolerancia
ao EAA, muito comum em usudrios cronicos de drogas psicoativas. A linhagem de ratos
utilizada por esses autores foi ratos Long-Evans e a administracdo do esterdide foi
subcutdnea, através de implantes de silicone para administracdo prolongada de doses
suprafisioldgicas. Em nosso estudo, a administragdes i.m. de nandrolona, duas vezes por

semana, durante 6 semanas, reduziu a exploracdo dos bracos abertos em ratos Wistar.
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O aparente conflito entre nossos resultados e estes estudos que descreveram
efeitos ansioliticos de EAA provavelmente estdo relacionados ao uso de modelos
experimentais distintos, que podem ativar diferentes vias neurais, € de linhagens diferentes,
que podem apresentar diferenca de sensibilidade ao agente ou ao teste comportamental
utilizados. E, como a manipulacdo da molécula original de testosterona, para a formulacdo
dos EAA, influencia sua farmacocinética, biodisponibildade e / ou o balanco das atividades
androgénica, anabdlica (Cunha et al., 2004), as diferencas na estrutura quimica, nas vias de
metabolizacdo e mecanismos de acdo dos EAA sintéticos, também poderiam explicar a
ocorréncia de diferentes efeitos comportamentais.

E bem conhecido que os neuroesteréides como a pregnenolona,
tetrahidroprogesterona, tetrahidrodeoxideoxicortisterona, metabdlitos da testosterona,
progesterona e deoxicorticosterona podem exercer efeitos centrais através da modulacio
dos receptores neuronais GABAA (Evans, 1988; Majeswska et al., 1986; Rupprecht &
Holsboer, 1999; Baulieu, 1991). Estudos recentes indicam o seu envolvimento em diversos
processos fisioldgicos e comportamentais, tais como excitabilidade, sensibilidade a dor,
agressdo, alimentacdo, comportamento sexual, memoria e efeitos ansioliticos.

Neste sentido, Rodgers & Johnson (1995) observaram que os neuroesterdides,
5a-3o-tetrahidrodeoxycorticosterona,  So-dihidroprogesterona,  5B-dihidroprogesterona,
pregnenolona e alopregnenolona, produzem efeitos ansioliticos em camundongos no LCE.

Os EAA agem em um mesmo tipo de receptor intracelular de androgénios. As
diferentes acOes destes hormonios se devem a afinidade diferencial do receptor pelos
diferentes hormonios, e as varia¢des na densidade deste receptor nos tecidos alvos (Wu et
al., 1997, Wilson, J.D, 1988; Lise et al., 1999; Cunha et al., 2004). Como os EAA sido
substratos de distintas vias de metabolizacdo, e ddo origem a diferentes metabdlitos, suas
acoes nos tecidos periféricos e no Sistema Nervoso Central (SNC), envolvem nio somente
o composto principal, mas também compostos derivados. Conseqiientemente, multiplos
mecanismos parecem estar relacionados as diferentes acdes comportamentais dos EAA em
animais e em humanos (Britan et al., 1996; Hoggs, 1996; Weiss et al., 1998 Clark &
Henderson, 2006; Fernandez-Guasti & Matiniz-Mota, 2005; Henderson et al., 2006).
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A testosterona e alguns EAA sintéticos, por acdo da So-redutase, sdo
convertidos a diidrotestosterona (DHT). No SNC, a 5Sa-redutase é encontrada em maior
concentracdo no hipotdlamo e mesencéfalo, e em menores niveis na amigdala, hipocampo,
cerebelo e cortex cerebral (Melcangi et al., 1990). Embora a nandrolona também seja
substrato para a enzima So-redutase, o metabdlito resultante, ao contrario da DHT, tem
baixa afinidade pelo receptor androgénico e esta conversdo ocorre principalmente nos
orgdos sexuais (Cunha et al., 2004). Assim, os efeitos comportamentais do decanoato de
nandrolona ndo estariam relacionados a sua conversdo a DHT.

Os androgénios também apresentam fungdes importantes na regulagdo
comportamental e nas caracteristicas sexuais que envolvem a aromatizacdo da testosterona
em estrogénios em nivel cerebral (Bates er al., 2005). A conversdao da testosterona a
estrogeno € mediada pela enzima aromatase, que estd presente em dreas cerebrais como
hipotdlamo, pré-optica e no sistema limbico, estruturas envolvidas no controle das fungdes
reprodutivas, reacdoes emocionais, aprendizado e regulacdo enddcrina (Poletti et al., 1997).
Ao contririo da testosterona, o decanoato de nandrolona é um androgénio ndo —
aromatizdvel (Hobbs et al., 1996), o que inclusive justifica a sua ampla utilizac¢do, pois esta

caracteristica resulta em diminui¢cdo dos efeitos feminilizantes dos EAA (Kuhn, 2002).

Sabe-se que a progesterona e os estrogenos modulam os niveis de ansiedade em
ratos € em humanos (Picazo & Fernandez, 1995; Ruppresht & Holsboer, 1999), por meio
de suas acdes sobre a sintese e metabolismo de neurotransmissores (McEwen et al., 1991),
a atividade e nimero de receptores para agentes ansioliticos e ansiogénicos (Britan &
Dowd,1996; Ruppresht & Holsboer, 1999).

O efeito ansiolitico de esterdides androgénicos anabdlicos também foi
demonstrado por Fernandez-Guasti & Matiniz-Mota (2005) em ratos castrados, tratados,
por via subcutanea, com diferentes doses de proprionato de testosterona (0,25, 0,5 e
1,0mg/rato) e dos seus metabdlitos androstenediona e 3-a-androstanediol (0,25 ou
0,5mg/rato). Para avaliar participacdo dos receptores androgénicos e benzodiazepinicos na
acdo ansiolitica do proprionato de testosterona, os ratos castrados e tratados com veiculo ou

anabolizante receberam doses didrias do antagonista de receptores androgénicos flutamida,
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durante sete dias e inje¢@o unica do antagonista gabaérgico flumazenil, trinta minutos antes
do teste de enterro. O tratamento com propopionato de testosterona e seus metabdlitos
produziu efeito ansiolitico apds administracdo cronica. Este efeito ansiolitico foi inibido
pela flutamida, mas ndo pelo flumazenil. Os autores sugeriram que a acdo ansiolitica do
propionato de testosterona € mediado por receptores GABAA e que auséncia de efeito do
flumazenil poderia ser decorrente do horério de administracdo do antagonista gabaérgico e
do proprionato de testosterona (Fernandez-Guasti & Matiniz-Mota, 2005). Considerando
que os receptores de androgénios também respondem aos estrogenos, € que o tratamento
utilizado poderia resultar em aumento na taxa de aromatizacdo da testosterona, o efeito
ansiolitico observado pode estar relacionado a uma agdo estrogénica, e nido a efeitos
androgénicos diretos.

Marcondes et al. (2001), ao estudarem a influéncia do ciclo estral sobre o nivel
de ansiedade em ratas submetidas no labirinto em cruz elevado durante as quatro fases do
ciclo estral, relataram que ratas em proestro apresentaram menores niveis de ansiedade do
que no diestro. No proestro, sdo observados os maiores niveis de estradiol, em oposi¢cao aos
menores niveis destes hormdnios encontrados durante o diestro. O tratamento de fémeas, na
fase de diestro, com estradiol induziu um aumento na porcentagem de tempo nos bragos
abertos, cancelando a diferenca observada entre esta fase e o proestro, confirmando a acao
ansiolitica do estradiol.

Assim, os efeitos ansioliticos observados por outros autores, € que
aparentemente divergem daqueles observados no presente estudo, poderiam ser decorrentes
da conversdao de EAA a estrégenos. E, como o decanoato de nandrolona nio sofre acdo da
enzima aromatase, nao evidenciamos efeitos ansioliticos no presente estudo.

Um dos mecanismos de acdo que poderiam estar envolvidos no aumento dos
niveis de ansiedade induzido pelo decanoato de nandrolona poderia ser sua acao no nicleo
central da amigdala. Em cobaias, foi observado que o tratamento com nandrolona aumentou
a expressdo da proteina C-Fos nesta regido (Johansonn-Steensland et al., 2002), a qual esta
relacionada com o controle da ansiedade, e também de comportamentos agressivos (Siegel

et al., 1999).
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Uma vez que os EAA em altas doses (1mg/Kg) também se ligam a receptores
de glicocorticdides (Friedel et al., 2006), as acdes do decanoato de nandrolona também
poderiam estar relacionadas a sua acdo sobre estes receptores. Os glicocorticdides podem
atuar na modulacdo da ansiedade (Oliveira et al. 2006), por suas acdes no SNC e
principalmente no hipocampo (Herrerro et al., 2006).

No presente estudo, ndo avaliamos o mecanismo envolvido na a¢do ansiogénica
do decanoato de nandrolona, porém as estruturas relacionadas a este efeito, bem como suas
implicacdes, merecem futuras investigacdes, ja que o aumento nos niveis de ansiedade aqui
observados poderiam estar relacionados a0 aumento da agressividade e o desenvolvimento
de distirbios emocionais observados, com freqiiéncia, em usudrios de EAA (Lise et al.,
1999; Breuer et al., 2001).

O decanoato de nandrolona é um dos EAA mais utilizados por atletas, e
também por adolescentes, em vérios paisses do mundo e também no Brasil (Cunha et al.
2004; Pizzol et al., 2006). Em um estudo realizado com estudantes do ensino fundamental e
médio, de escolas publicas e privadas, na regido Sul do Brasil, observou-se que entre os
medicamentos mais utilizados, de forma abusiva, citam-se os ansioliticos, anfetaminas,
anabolizantes e barbituricos (Lucas er al., 2006; Pizzol et al., 2006). Outros autores
observaram uma maior prevaléncia na utilizacdo, entre as meninas, de ansioliticos e
anfetaminas, enquanto nos meninos, houve maior utilizacao de anabolizantes (Magalhdes et
al. 1991; Boskovitz et al. 1995; Galduroz et al.,1997). Resultados semelhantes foram
encontrados entre estudantes universitarios (Barcellos ef al. 1997). Também foi verificado
nestes estudos que esses individuos obtinham f4cil acesso aos medicamentos em farmacias
e academias, e que o seu uso era geralmente indicado por parentes ou amigos.

Como o estado emocional de um individuo, influencia a sua memoria e a sua
capacidade de aprendizado (Hariri et al. 2003), e o uso de EAA é freqiiente entre
individuos em idade escolar, torna-se evidente a necessidade de se compreender os
mecanismos subjacentes aos efeitos ansiogénicos do decanoato de nandrolona.

Portanto, considerando os efeitos colaterais comprovados do uso de altas doses
de EAA, os questionamentos sobre seus potenciais efeitos sobre o desempenho atlético, a

importancia do conhecimento sobre os riscos decorrentes do uso de EAA torna-se cada vez
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maior a medida que cresce o uso ilicito e abusivo destas substancias (Mottram & George,
2000; Iriart & Andrade, 2002; Cunha et al. 2004, Cunha et al. 2005; Cunha et al. 2006;
Pizzol et al., 2006; Lucas et al., 2006).
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7. CONCLUSAO

O esterdide androgénico anabdlico, administrado em alta dose, apresentou

efeito ansiogé€nico em ratos.
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