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Efeito de doses supra fisioldgicas de esteroides
anabolizantes androgénicos no cerebelo de
camundongos

Effects of supraphysiologic doses of androgenic anabolic steroids in the mice cerebellum
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RESUMO

Introdugio. Os esteroides anabélicos androgénicos (EAAs) sio um
grupo de compostos naturais e sintéticos formados pelo horménio tes-
tosterona e seus derivados. A finalidade do presente estudo ¢ analisar a
densidade de células nervosas do cerebelo de camundongos. Método.
Os camundongos machos, foram divididos em 4 grupos: G1: Contro-
le (N=10), G2: Deca Durabolin® (N=10), G3: Durateston® (N=10) e
G4: tratado com os dois anabolizantes (N=10), simultaneamente. Os
camundongos foram tratados durante dois meses, recebendo as doses
dos EAA e submetidos 4 natagdo trés vezes na semana. Apés a euta-
ndsia dos animais, os cerebelos foram retirados, fixados e processados
histologicamente. Os cortes foram tirados com 7pm e corados com
violeta cresil e analisados por um microscépio acoplado a uma cAmera
e um software de andlise para contagem dos corpos de neur6nios. Re-
sultados. Foram observadas diferencas nos resultados entre os animais
do grupo controle (8,41) com os grupos que foram tratados com este-
roides Deca Durabolin® (5,10=39%), Durateston® (5,60=33%) e com
o grupo tratado com ambos anabolizantes (5,22=38%). Conclusdes.
Desta forma, os resultados obtidos permitem concluir que houve uma
diminuigio, média dos grupos tratados com EAAs foi de 37%, na
densidade de corpos de neurdnios no cértex cerebelar.
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ABSTRACT

Introduction. The androgenic anabolic steroids (AAS) are a group
of natural and synthetic compounds formed by the hormone testos-
terone and its derivatives. The purpose of this study is analyzing the
density of nerve cells in the mouse cerebellum. Method. The male
mice strain were divided into 4 groups: G1: Control (N=10), G2:
Deca Durabolin® (N=10), G3: Durateston® (N=10) and G4: They
were treated with both anabolic (N=10) simultaneously. Those mice
were treated for two months and received doses of AAS and were sub-
mitted to swimming three times a week. After euthanasia the animals
the cerebellums were removed, fixed and processed histologically. The
cut samples were taken with 7um then stained with cresyl violet and
after, analyzed by a microscopic coupled to a camera and analysis soft-
ware to count the neurons bodies. Results. Differences were observed
in the results among the control group (8.41) and the groups that
were treated with steroid Deca Durabolin® (5.10=39%), Durateston®
(5.60=33%), and the group treated with both Anabolic (5.22=38%).
Conclusions. Thus, it is possible to observe through the results ob-
tained that there was a decrease, the average from treatment groups
AAS was 37%, in the density of neuron bodies in the cerebellar cortex.
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INTRODUCAO

Os esteroides anabolizantes androgénicos (EAA)
referem-se aos derivados sintéticos dos hormonios sexuais
masculinos que sdo responsdveis por promover e manter
as caracteristicas sexuais relacionadas 2 masculinidade'. O
uso é predominantemente associado a atletas profissionais
e amadores com a finalidade de obterem ganho muscular
e melhor desempenho nos exercicios fisicos. A incidéncia
de uso aumentou consideravelmente nos tltimos anos e é
preocupante o consumo inconsciente por parte de jovens
adolescentes, que fazem uso dos EAA devido a importan-
cia dada 2 estética corporal.

Os EAA foram descritos inicialmente pelo fi-
siologista francés, Charles Edward Brown-Séquard, em
1889. Apods a injegdo de solugio contendo extrato de tes-
ticulos de animais (caes e suinos), ele relatou a presenga
de aumento significante de for¢a e energia mental. Entao
foram designados ao horménio testosterona os efeitos
anabdlicos e/ou androgénicos atuando nos tecidos-alvo
especificos. Efeitos anabdlicos sio responsdveis pelo au-
mento da sintese de proteinas nos diversos tecidos e mas-
culos. J4 os efeitos androgénicos sio responsdveis pelo
desenvolvimento e manutenc¢io das caracteristicas sexuais
masculinas, estimulando o desenvolvendo do sistema re-
produtor masculino e das caracteristicas sexuais secunda-
rias, e auxiliando na manutenc¢io da funcio reprodutora.

O relato da primeira utilizagao dos EAA com o
objetivo especifico de melhorar o desempenho de atletas
em competi¢do aconteceu em 1954, durante um campe-
onato de levantamento de pesos na cidade de Viena, capi-
tal da Austria. Os atletas russos que fizeram uso dos EAA
demonstraram performances altamente satisfatdrias’.

O consumo ilicito de EAA feito por levantadores
de peso e fisiculturistas teve inicio na década de 50, assim,
propagando-se para outras modalidades esportivas. Con-
tudo, segundo o Comité Olimpico Internacional, devido
a razoes de ordem ética e aos efeitos nocivos a satde, essas
substancias tiveram ouso proibido a partir de 1976, onde
foi realizado pela primeira vez o controle de anabolizan-
tes, durante a Olimpiada de Montreal*.

Mesmo sendo proibido o consumo e declarado
ilegal pelos setores governamentais desportivos nacio-
nais e internacionais, os EAA sao muito usados por atle-

tas profissionais e amadores, como também por jovens

adolescentes, frequentadores de academias, em todo pais.
Para adolescentes e jovens adultos, os esteroides levam a
um caminho mais curto para conquistar resultados dese-
jados, sendo o porte fisico magro e musculoso prioritd-
rios’.

O consumo dessas substincias nio s6 cresceu
nas dltimas décadas como também atingiu outro perfil
de usudrio, tais como atletas recreacionais e mulheres que
utilizam para fins exclusivamente estéticos®.

Com finalidade de estudo, ao longo dos anos,
as experimentagdes animais nas pesquisas cientificas
tém contribuido muito para o desenvolvimento da cién-
cia e tecnologia, promovendo a descoberta de medidas
profildticas e tratamentos de doengas que acometem os
seres humanos. Nas tltimas décadas, vdrias espécies de
animais tém sido empregadas, sendo os camundongos
os mais utilizados e os mais profundamente conhecidos
cientificamente. Esta ocorréncia deve-se as semelhancas
genéticas entre as espécies, sendo que 99% dos genes
humanos foram mapeados em camundongos. E impor-
tante evidenciar que devido ao seu tamanho pequeno, o
camundongo ¢ extremamente vulnerdvel a mudancas nas
condigbes ambientais. Sendo assim, vale ressaltar que, os
camundongos utilizados em experimentagdes apresentam
significativas diferengas fisioldgicas®.

O cerebelo é um érgio que compée o sistema
Nervoso supra segmentar e apresenta um cortex que en-
volve um centro de substincia branca (corpo medular do
cerebelo), onde sio visualizadas massas de substincia cin-
zenta (ntcleos da base do cerebelo). Segundo a visdo fisio-
l6gica, o cerebelo funciona sempre em nivel involuntirio
e inconsciente, sendo sua fungio exclusivamente motora’.
Apesar de nao ter capacidade direta de causar contragoes
musculares, o cerebelo ajuda a organizar em sequéncia as
atividades motoras, monitora e faz regulagdes corretivas
nas atividades motora do organismo a medida que sao
realizadas, para que sejam executadas conforme os sinais
motores enviados pelo cértex motor e também por outras
partes do cérebro®.

O cerebelo possui em sua por¢io intermedidria o
vérmis, que une seus dois hemisférios. Histologicamente
este orgdo contém trés camadas de células, sao elas: a ca-
mada de células granulares (camada mais interna), a ca-

mada de células de Purkinje (camada média), e a camada



molecular (camada mais externa). A camada média é for-
mada por uma fileira de células de Purkinje. Essas células
sdo piriformes e robustas, possuidoras de grandes dendri-
tos que se ramificam na camada molecular e um ax6nio
que chega até os niicleos centrais do cerebelo, onde atuam
como inibidores’.

As células de Purkinje fazem parte do neocér-
tex cerebelar, e sio elementos dominantes no processo de
informagio cerebelar, podendo apresentar modificagoes
degenerativas na senescéncia. Em ratos recém-nascidos
que receberam cronicamente dlcool por via aérea foi pos-
sivel perceber que as células-alvo foram as de Purkinje
que tiveram uma diminui¢io em nimero; depois foram
afetadas as células granulares’.

Nos tltimos anos, conforme detectado em estu-
dos internacionais, o consumo de EAA tém sido abusivo
por atletas amadores e adolescentes com fins estéticos,
pelo desejo de ganhar peso e melhorar o porte fisico, sen-
do muitas vezes associados ao uso de outras drogas ilicitas
para promover agressividade. E particularmente preocu-
pante o aumento da frequéncia do seu consumo entre
esses usudrios'*'.

Consequentemente, o uso ilicito dos esteroides
anabolizantes vem se tornando um problema de satide
publica, devido o consumo abusivo, muitos efeitos dele-
térios foram observados, na sua totalidade por disfungoes
dos vdrios sistemas fisioldgicos'.

Os EAA também apresentam um alto potencial
de produzir efeitos prejudiciais secunddrios, como per-
turbagbes da func¢io hepdtica, altera¢oes no perfil lipidi-
co, disfungio gonadal e alteragdes dermatoldgicas e ain-
da, pode causar virilizagdo em fémeas e ginecomastia em
machos®.

Recentemente, foi confirmado que aproxima-
damente 100% dos usudrios de esteroides anabolizantes
expressavam algum efeito colateral. Os mais frequentes
s40 acne, atrofia testicular, agressividade e reten¢io hidri-
ca. Podendo ressaltar ainda, alteragoes bioquimicas como
dos horménios do eixo hipotdlamo-hipofisdrio, enzimas
hepdticas, perfil lipidico e alteragoes na hematopoese'.

Foi observado uma diminui¢do na densidade
das células de Purkinje de animais machos tratados com
Deposteron® quando comparados ao grupo tratado com

Winstrol® e também ao grupo controle, o que levou a

sugerir que o efeito no cerebelo depende principalmente
da dose utilizada, droga e tempo de exposi¢ao da mesma.
Além disso, no estudo comportamental de animais expos-
tos ao uso de tais anabolizantes, observaram-se constantes
enfrentamentos entre os animais machos. Ao decorrer das
semanas de tratamento, a agressividade e irritabilidade se
tornaram visivelmente progressiva, aumentando o nime-
ro de brigas e o nimero de animais machucados'*.
Considerando as dimensoes de consumo de EAA
e seus possiveis danos a satide, o presente estudo pretende
buscar o efeito da utilizagao de doses supra fisiolégicas de
EAA sobre a densidade de perfis de corpos celulares de
neurdnios no cértex cerebelar, uma vez que a literatura
tem demonstrado que, existe uma diminui¢ao na densi-

dade de neurdnios no sistema nervoso central.

METODO
Amostra

Foram utilizados neste projeto 40 camundongos
machos da linhagem Swiss, com 90 dias de idade, prove-
nientes do Biotério da Universidade Federal de Alfenas
UNIFAL-MG, os quais foram alojados em caixas pldsti-
cas, retangulares, medindo 30x18x12cm (comprimento,
largura e altura), contendo maravalha trocada a cada 2
dias, sendo que cada caixa continha apenas um animal.
Os animais foram tratados com ragio comercial e dgua
“ad libitum”, mantidos em ciclo de 12 horas claro-escuro
no qual o claro se iniciava as 7 horas.

Pesquisa aprovada pelo Comité de Etica da Uni-
versidade Federal de Alfenas (no. 496/2012).

Procedimento

Os animais foram divididos em quatro (4) gru-
pos experimentais (n=10), sendo: Grupo I (controle):
animais tratados com solugdo fisiolégica uma vez por
semana; Grupo II: animais tratados com o anabolizante
Deca Durabolin® 16,6mg/kg (uma vez por semana, na
quinta-feira); Grupo III: animais tratados com o anabo-
lizante Durateston® 83,3mg/kg (uma vez por semana, na
terca-feira); Grupo IV: animais tratados com os dois ana-
bolizantes: Deca Durabolin® 16,6mg/kg e Durateston®
83,3mg/kg, simultaneamente (uma vez por semana cada

esteroide, sendo terca-feira, Durateston® e quinta-feira



Deca Durabolin®).

O tratamento consiste na aplicagao, no quadran-
te inferior direito do abdome, via intraperitoneal, de dois
tipos diferentes de esteroides anabolizantes, o primeiro,
o anabolizante Deca Durabolin® 250mg (propionato de
testosterona, fempropionato de testosterona, isocaproato
de testosterona, decanoato de testosterona) e o segundo,
comercializado pelo nome de Durateston® 50mg (deca-
noato de nandrolona). Os animais foram tratados duran-
te dois meses e as doses aplicadas uma vez por semana. Os
animais do grupo controle receberam 0,02mL de solugao
salina, uma vez por semana, com o objetivo de mimetizar
o estresse da aplicagao sofrido pelos animais tratados com
esteroides.

As doses foram obtidas através de cdlculos levan-
do em considera¢do o uso abusivo de EAA pelos usudrios,
que corresponde a doses supra fisiolégicas variando de 10
a 100 vezes maior que as doses terapéuticas'>' ou até 500
vezes maior'’.

Os animais também foram submetidos a exer-
cicio fisico (natacio) durante dois meses, trés vezes na
semana (segunda, quarta e sexta-feira) para mimetizar o
exercicio fisico realizado por alguns esportistas usudrios
de EAA.

A natagao foi realizada em um recipiente de plds-
tico, retangular, medindo 43x34x26cm, contendo dgua
em temperatura ambiente a 28 a 30°C. Os animais eram
colocados na dgua onde permaneciam por 5 minutos, 5
animais por vez, cada qual devidamente identificado na
cauda. A natacio foi monitorada com o objetivo de man-
ter os animais em constante movimento, evitando com
que eles boiassem na dgua. Apés este periodo de tempo,
os animais eram retirados da dgua, secos com auxilio de
uma toalha limpa e seca e colocados de volta em suas
respectivas caixas.

Apés o periodo de tratamento, os animais foram
eutanasiados através de inalagio do anestésico Halotano®
(2-bromo-2-cloro-1,1, 1-trifluoretano)'® em seguida foi
realizada a coleta das amostras com a abertura dos cra-
nios e retirada dos cerebelos, que foram lavados em dgua
corrente e armazenados em paraformaldeido (Synth) a
4%em tampio fosfato pH 7,4 0,1M, por 24 horas, com

objetivo de manter as caracteristicas originais do tecido

no momento do 6bito, e posteriormente processados para
avalia¢do microscépica.

Os fragmentos dos cerebelos foram processados
pela sequéncia padronizada nos procedimentos histol6-
gicos convencionais: desidratacio em dlcool (70%, 80%,
90%, 100%) diafanizagio em xilol (xilol I e xilol II) e
inclusio em parafina (parafina I, parafina II e parafina
I1I). Cada regido foi emblocada e cortada com espessura
de 7um em micrétomo Lupe® e coradas com violeta cre-
sil para facilitar a visualizacio dos Corpusculos de Nissl
dos corpos de neurdnios e assim possibilitando marcar
fortemente e individualmente cada célula para posterior
contagem. A espessura do corte possibilita afirmar, que
estao sendo quantificadas as células na regido analisada.
Para os cortes, seguiu a sequéncia semi seriada, onde se
obtinha o primeiro corte e dispensavam os préximos trés,
totalizando dez cortes de cada cerebelo por lamina histo-
légica.

Na estimativa da densidade por drea dos perfis de
corpos celulares de neurdnios foi utilizada a metodologia
de contagem aleatéria simples'*. Para isso, foram obti-
dos trés campos microscdpicos aleatérios de cinco cor-
tes semi seriados da drea, totalizando assim quinze dreas
analisadas por animal. Nestas dreas foram sinalizados so-
mente os perfis dos corpos celulares de neurdnios que se
encontram dispostos dentro da drea teste (couting frame).
Desta forma, aferimos o nimero de células por 4rea con-
tada, e ndo o nimero total dessas células no cerebelo. As
laminas foram codificadas para anilise cega, sendo assim,

atribuiu-se um cddigo para cada grupo.

Anilise Estatistica

Para andlise quantitativa da densidade dos perfis
de corpos celulares de neurénios foi utilizado o teste de
varidncia do programa GraphPad Prisma 5, para verificar
a presenca de interagdes significantes entre as dreas e os
grupos estudados.

O estudo representa um delineamento inteira-
mente casualizado (DIC), portanto, a anilise estatistica
foi realizada por meio de anilise da varidncia (One-Way
ANOVA) seguida do teste de comparagao das médias de
Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados como indi-

cativos de significAncia para os pardmetros analisados.



RESULTADOS

Foram observadas diferencas nos resultados en-
tre os animais do grupo controle (8,41) com os grupos
que foram tratados com esteroides Deca Durabolin®
(5,10=39%), Durateston® (5,60=33%) e com o grupo
tratado com ambos anabolizantes (5,22=38%), mos-
trando que as alteragdes nas células de neurdnios de
Purkinje foram relevantes (Figura 1). A andlise da figura
mostra que os animais que fizeram o uso dos esteroides
Deca Durabolin® e Durateston® e o uso simultaneo dos
dois anabolizantes apresentaram menor nimero de cé-
lulas de Purkinje quando comparado ao grupo controle
(p<0,0001). Entretanto nio foram observadas diferencas
entre os trés grupos que receberam tratamento com este-

roides, quando comparados entre si.

DISCUSSAO

Tal diminui¢ao pode ocorrer devido ao fato de
que vdrias drogas tém claramente efeito téxico ao cere-
belo, tais como fenitoina, litio e quimioterdpicos, cau-
sando uma atrofia cerebelar®. Sendo assim esse estudo
demonstrou que hd altera¢des quantitativas de corpos de
neurdnios de Purkinje em decorréncia da exposigio de
anabolizantes em camundongos, correspondendo a uma
perda média de 37% no ntiimero de corpos de neur6nios

de Purkinje dos grupos tratados em relagio ao grupo con-
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Figura 1. Quantificagdo total de neurdnios de Purkinje nos animais
tratados com Deca Durabolin®, Durateston® e a associagio destes,
mostrando que houve uma reducao de corpos celulares neuronais de
cerebelos nos grupos tratados em relagio ao grupo controle. Sendo (*)
p<0,0001 quando comparados o grupo Durateston® em relagio ao
grupo Controle; (#) p<0,001 quando comparados grupo Deca-Dura-
bolin® em relacio ao grupo Controle e ($) p<0,001 quando compara-
dos o grupo Dura x Deca em relagdo ao grupo Controle.

trole.

A maioria dos trabalhos publicados estd associa-
da aos prejudiciais efeitos colaterais psicogénicos a super-
dosagens de anabdlicos esteroides incluindo comporta-
mento agressivo e violento e dependéncia quimica que os
EAA provocam. Nos usudrios de tais substincias também
sdo decorrentes os transtornos psiquidtricos*. Os resul-
tados observados por tais autores apontam que nao existe
relagio dos problemas comportamentais e dos transtor-
nos psiquicos com a alteragio do niimero de corpos de
neurénios de Purkinje cerebelares, considerando que o
cerebelo é um 6rgao responsavel pelas funcoes motoras e
de equilibrio do organismo.

No estudo realizado em ratos Wistar, onde foram
submetidos a exposi¢ao de ingestao cronica de dlcool, foi
verificada uma diminuigao de células de Purkinje tal qual
de células granulares do cerebelo. Certamente a ocorrén-
cia de toxicidade ocorre em razao da entrada do etanol no
sistema nervoso ser livre, ou seja, ndo existe limite para
a passagem do dlcool pela barreira hematoencefilica em
consequéncia a sua alta lipossolubilidade e alto coeficien-
te de partigio 6leo-dgua’. Constatando que substincias
lipossoltiveis apresentam maior capacidade de passagem,
0 que ocasiona maior probabilidade de danos cerebela-
res. Neste caso, os EAA tem menor lipossolubilidade em
relagdo ao etanol, porém houve toxicidade no cerebelo
pelo uso dessas substancias. O consumo de anabolizantes
esteroides aumenta as possibilidades de morte neuronal
em regioes corticais no cérebro de camundongos®.

As anilises obtidas neste recente experimen-
to diferem em alguns aspectos de outro trabalho, onde
camundongos foram submetidos ao uso de anabolizan-
tes Potenay® e Deca-Durabolin® durante um més, e que
demonstraram que tais anabolizantes esteroides nio le-
vam hd variagbes na densidade de corpos de neurdnios
de Purkinje no cértex cerebelar, quando comparados ao
grupo controle, podendo este tipo de anabolizante nao
ter atragio por neur6nios de Purkinje ou mesmo a dose
e o tempo de tratamento ndo ter interferido diretamente
no cerebelo'.

Foi observada uma diminuigio na densidade
das células de Purkinje de animais machos tratados com
Deposteron® quando comparados ao grupo tratado com

Winstrol® e também ao grupo controle, o que levou a



sugerir que o efeito no cerebelo depende principalmente
da dose utilizada, droga e tempo de exposi¢ao da mesma
a que corrobora com os dados obtidos neste presente es-
tudo'.

No estudo realizado sobre efeitos dos EAA Deca
Durabolin®, Durateston® e a associacio deles, no cortex
cereberal e hipocampo de camundongos concluiu-se que
esses EAA também provocaram diminui¢io na quantida-
de de corpos celulares de neurdnios na drea limbica, sensi-
tiva e motora do cdrtex cerebral e nas dreas Cal e Ca2 no
hipocampo de camundongos. Foi possivel ressaltar que
o Deca-durabolin® provocou uma redu¢io ainda mais
acentuada quando comparado ao Durateston®, que nio
causou essa reducio na drea limbica do cértex cerebral e
na 4rea Ca2 do hipocampo. Portanto, acredita-se que o
uso de Deca-durabolin® é mais prejudicial a essas dreas.
Além disso, foi possivel afirmar que a associacio de dois
esteroides, pode causar danos ainda mais severos quando
comparado ao uso individual dessas substincias®.

A partir da literatura sobre o tema fica evidente
que existem efeitos neurolégicos negativos considerdveis
em consequéncia do uso abusivo ou cronico de esteroides
anabolizantes. Sendo assim, estudos com resultados posi-
tivos ou negativos sobre alteracdes neuro-hormonais ou
estruturais decorrentes do uso de esteroides anabolizan-
tes, tornam-se essenciais para a melhor compreensao dos
efeitos adversos de uma droga em consumo crescente na

sociedade?.

CONCLUSAO

Desta forma, os resultados obtidos permitem
observar que houve uma diminui¢do média dos grupos
tratados foi de 37%, na densidade de corpos de neurd-
nios no cértex cerebelar dos camundongos submetidos ao
tratamento com os esteroides anabolizantes em relagdo ao

grupo controle.
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