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RESUMO

Introdugao. Nas tltimas décadas, o uso de esteroides anabolizantes
androgénicos (EAAs) tem se tornado crescente, representando um
alto risco & satde dos usudrios, inclusive de ordem neuroldgica. Este
trabalho visa elucidar mecanismos pelos quais os EAAs atuam no ce-
rebelo, através da andlise quantidade de células de Purkinje. Método.
Foram utilizados 60 camundongos Swiss, divididos em seis grupos
(n=10): G1-Machos e Fémeas controle, G2- Machos e Fémeas trata-
dos com Deposteron®, G3-Machos ¢ Fémeas tratados com Winstrol
Depot®. O tratamento durou 30 dias e consistiu na aplicagio por via
intraperitoneal (IP) de 0,8 mg/Kg de Deposteron® e 1,8 mg/Kg de
Winstrol Depot®. Os animais foram submetidos a natagio, durante
os 30 dias, 3 vezes por semana. A eutandsia foi realizada com ina-
lagao de Halotano® e os cerebelos armazenados no paraformaldeido
4% em tampio fosfato pH 7,4 0,1M. Os fragmentos foram proces-
sados e corados com violeta cresil e posterior contagem das células
de Purkinje. Resultados. Pode-se observar que nao houve diferengas
nos resultados entre as fémeas. Entretanto, entre os machos do grupo
Deposteron® apresentaram uma diminui¢io do nimero de células de
Purkinje (p<0,05). Conclusio. Conclui-se portanto que os EAA estio
associados 4 diminuicao das células de Purkinje nos animais machos
tratados com Deposteron®.
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ABSTRACT

Introduction. In the last decades anabolic-androgenic steroids (AAS)
use has increased and remains a high risk to customer’s health, mainly
in the neurologic aspect. This article secks to elucidate mechanisms by
which AAS act in the cerebellum, by quantitative analyzing of Pur-
kinje cells. Method. Sixty Swiss mice were divided into 6 experimen-
tal groups (n=10): G1 - males and female control; G2 — males and
females treated with Deposteron®; G3 — males and females treated
with Winstrol Depot®. The treatment lasts 30 days and consisted
of intraperitoneal (IP) injection of 0.8 mg/kg of Deposteron® and
1.8 mg/kg of Winstrol Depot®. The animals were also submitted to
swimming thrice a week during 30 days. Euthanasia was performed
by Halothane inhalation and the cerebellums were fixed in a 4%
formaldehyde solution in phosphate buffer solution (pH 7.4 O.1M).
Fragments were processed and stained with Cresil-Violet and put
to Purkinje cells counting. Results. After analyzing the samples, we
could observe that there were no differences among females. However,
among males treated with Deposteron® under the use of this specific
AAS presented a decrease in the number of Purkinje cells (p<0.05).
Conclusion. Therefore concluded that AAS is associated with the de-
crease in Purkinje cells in male animals treated with Deposteron®.
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INTRODUCAO

O cerebelo é um érgao do sistema nervoso supra-
segmentar, localizado sobre a fossa cerebelar do osso occi-
pital e liga-se 4 medula e ao bulbo, através do pedinculo
cerebelar inferior e a ponte e mesencéfalo, através dos pe-
dinculos cerebelares inferior e médio. Evolutivamente, a
regiio mais recente do cerebelo é o neocértex cerebelar e
possui trés camadas de células: a camada molecular, ca-
mada de células de Purkinje e camada granular. As células
de Purkinje agem como moduladoras das informagées
aferentes que chegam ao cértex cerebelar. Tais neurdnios
fazem a ligagao neuronal de todas as informagoes recebi-
das pelo corpo e regulam a frequéncia, amplitude, forca e
dire¢ao dos movimentos musculares corporais. Ou seja, a
célula de Purkinje é o elemento principal no processo de
informagio cerebelar e pode apresentar alteracoes dege-
nerativas na senescéncia".

As principais fungées do cerebelo estao associadas
a manutengio do equilibrio e da postura, controle do
tonus muscular, controle dos movimentos voluntirios e
aprendizagem motora’.

O sistema nervoso central é uma das principais
regides do corpo nas quais os hormonios esteroides se-
xuais atuam, agindo tanto por mecanismos gendmicos,
modulando a sintese, liberacio e metabolismo de neuro-
peptideos e neurotransmissores, como por meio de me-
canismos nio-gendmicos, influenciando a excitabilidade
elétrica, a funcio sindptica e as caracteristicas morfoldgi-
cas dos neurdnios’.

A testosterona ¢ um hormdnio esteroide, também
conhecido como hormoénio androgénio, provoca o cres-
cimento e o desenvolvimento das gbnadas masculinas na
espécie humana, promovendo o desenvolvimento das ca-
racteristicas sexuais secunddrias masculinas como: cresci-
mento dos pélos pubicos, axilares e de barba; crescimento
da faringe; espessamento das cordas vocais; além de maior
ativagao das glandulas sebdceas e espessamento da pele®.

A testosterona também promove o efeito anabd-
lico, que estd relacionado ao crescimento de massa mus-
cular, através da hipertrofia de fibras musculares, devido
ao aumento de sintese proteica intracelular. Os anaboli-
zantes foram criados com o intuito de potencializar esse
efeito da testosterona, promovendo aumento da for¢a de

contratilidade e do volume da célula muscular, através do

incremento da armazenagem de fdsforo creatina (CP),
balan¢o nitrogenado positivo, aumento da retencio de
glicogénio, favorecimento da captagio de aminodcidos e
bloqueio do horménio cortisol’.

Os esteroides anabolizantes ou esteroides anabd-
licos androgénicos (EAAs) so substincias sintetizadas a
partir do horménio testosterona’. Assim como a testos-
terona, os EAAs exibem efeitos androgénicos e anabdli-
cos. Os efeitos androgénicos sao aqueles que estimulam o
desenvolvimento do sistema reprodutor masculino, bem
como das caracteristicas sexuais secunddrias e auxilia na
manuten¢io da fungio reprodutora. Os efeitos anabdli-
cos compreendem o aumento da sintese proteica nos di-
versos tecidos®.

O uso nio médico dos EAAs foi inicialmente ob-
servado em fisiculturistas e atletas de forca na década de
50. O objetivo do uso por esse perfil de individuo era o
ganho de massa muscular e forga, associado a redugao de
gordura corpdrea’.

Nas tltimas déca—das, essas drogas vém sendo uti-
lizadas por atletas de elite, em maior parte, aqueles en-
volvidos em esportes de forca e velocidade, para melhora
do desempenho fisico nas competi¢oes. Entretanto, o
abuso dos esteroides anabolizantes passou a ser feito por
frequenta-dores de academias, mais interessados nas al-
teragoes provocadas na composicio corporal, observados
com o aumento da massa magra e na redu¢ao da gordura
subcutanea’.

Mesmo com a proibi¢ao do uso, os EAAs sio mui-
to utilizados por atletas profissionais e por jovens adoles-
centes, frequentadores de academias em todo pais. Para
adolescentes e jovens adultos, os esteroides representam
um caminho mais curto para alcangar o porte fisico ma-
gro e musculoso®.

A administracio de EAA causa intimeros efeitos
adversos, como atrofia testicular e perda da libido, efeitos
sobre o humor, hepatotoxicidade, tumores renais, doen-
cas cardiovasculares, incluindo cardiomiopatia, efeitos vi-
rilizantes em mulheres e fusdo das epifises dsseas’. Além
disso, um estudo recente demonstrou uma redugio na
quantidade de corpos de neurdnios no cértex cerebral de
camundongos sob o uso de EAAs'’.

Devido 4 importancia estrutural e funcional dos

neurénios de Purkinje e o uso indiscriminado de EAAs,



este trabalho teve como objetivo elucidar os mecanismos
pelos quais os EAAs atuam no cerebelo, através andlise

quantitativa de células de Purkinje.

METODO

Amostra

Foram utilizados neste projeto, 60 camundon-
gos da linhagem Swiss, com idade aproximada de 90 dias
(jovens-adultos), com peso corpéreo de 40 gramas, pro-
venientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Alfenas (Unifal- MG). Os animais foram alojados em cai-
xas individuais, tratados com ragio comercial e dgua “ad
libidum” e mantidos em ciclo de 12 horas claro-escuro.

Pesquisa aprovada pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Alfenas (no. 479/2012).

Procedimento

Os animais foram divididos em trés (3) grupos
experimentais (n=10), conforme Quadro 1.

O tratamento consistiu na aplicagio, por via
intraperitoneal (IP), de dois esteroides anabolizantes, o
primeiro, comercializado com o nome de Deposteron®
(Cipionato de Testosterona) do Laboratério EMS sig-
ma pharma e o segundo, comercializado pelo nome de
Winstrol Depot® (stanozolol) do Laboratério Farmaco
S.A. Os animais foram tratados durante 30 dias, sendo
as doses de Deposteron® 0,8mg/kg e de Winstrol Depot®
1,8mg/kg enquanto que nos animais do grupo controle
utilizamos solucio fisiolégica na quantidade de 0,4ml*’
aplicadas duas vezes por semana (tercas e quintas-feiras).
As doses, intervalos entre as aplicagoes e o exercicio fisico

utilizados neste experimento foram baseadas na quanti-

Quadro 1. Grupo de animais de acordo com EAA e as doses utilizada.

Grupos | Nimero de | EAA Dosagem
Animais

Grupo 1 | 10 machos | Deposteron® 0,8mg/kg /dia
10 fémeas (Cipionato de Testos-

terona)

Grupo 2 | 10 machos | Winstrol Depot® 1,8mg/kg /dia
10 fémeas (Stanozolol)

Grupo 3 | 10 machos | Grupo Controle 0,4 ml
10 fémeas (solugdo fisiolégica)

dade e intervalos utilizados pelos usudrios frequentado-
res de academias. Porém, a principio, essa dose foi letal
aos animais e, devido a isso, adequamos uma dose que é
considerada alta, porém, nao letal. Para isso utilizamos o
método de Extrapolagio Alométrica para chegarmos as
doses nao letais, porém supra fisiol6gicas.

Os animais, um dia apds receberem as doses, isto
¢, segundas, quartas e sextas feiras, foram submetidos a
natagdo por 15 minutos, realizada em um recipiente me-
dindo 43x34x26cm e contendo no seu interior dgua, na
temperatura de 24-26°C até a borda, na tentativa de ge-
rar as mesmas condi¢des de estresse que um exercicio fisi-
co, como a musculagio, gera. A atividade dos animais nas
sessoes de natacdo varia de acordo com a temperatura da
dgua'’. A movimentagao do animal na dgua parece estar
correlacionada com as probabilidades de sobrevivéncia.
Portanto, a diminui¢io da atividade do animal represen-
taria uma resposta adaptativa. Estes autores observaram
que a 25°C a taxa de atividade ¢ maior do que a 39°C.
Desse modo, o nivel de estresse parece ser menor a 39°C
do que a 25°C.

A natacio forcada, além de componente fisico,
apresenta forte componente emocional, relacionado a no-
vidade que este estimulo representa para o animal de la-
boratério e a impossibilidade de fuga somada & iminéncia
de morte''2.

Apés o periodo de tratamento, os animais foram
eutanasiados através de inalacio do anestésico Halota-
no®" prosseguindo a coleta das amostras com a abertura
dos crinios e retirada dos encéfalos. O cérebro e cerebelo
foram entéo fixados separadamente. Tais estruturas foram
armazenadas em recipientes de vidro contendo parafor-
maldeido (Synth) a 4% em tampao fosfato pH 7,4 0,1M
que permaneceram imersos nesta solugdo fixadora por 24
horas'*".

Os cerebelos foram processados seguindo-se a
sequéncia padronizada nos procedimentos histoldgicos
convencionais: desidratagio em 4lcool, diafanizagio em
xilol e inclusao em parafina. Cada cerebelo foi emblocado
em parafina e cortada com espessura de 7pm em micréto-
mo Lupe® e coradas com violeta cresil.

Para a estimativa da densidade por 4rea dos perfis
de corpos celulares de neurdnios, no cerebelo, utilizamos

a metodologia de contagem aleatdria simples'®?’. Neste



de 5 cortes semi seriados da drea, totalizando assim quin-
ze dreas analisadas por animal. Nestas dreas marcamos so-
mente os perfis dos corpos celulares de neurdnios que se
encontram dispostos dentro da drea teste (couting frame)
e na linha de inclusio (linha verde) e excluindo as células
nas linhas continuas em vermelho. Desta forma, aferimos
o nimero de células por drea contada, e nio o nimero

total dessas células no cerebelo.

Anilise Estatistica

O estudo representa um delineamento inteira-
mente casualizado (DIC), portanto, a anilise estatistica
foi realizada por meio de andlise da varidncia (ANOVA)
seguida do teste de comparacio das médias de Tukey para
tal andlise utilizou-se o Programa GraphPad Prism 5. Va-
lores de p<0,05 foram considerados como indicativos de

significAncia.

RESULTADOS

Nio foram observadas diferencas nos resultados en-
tre as fémeas do grupo controle (7,37 corpos celulares de
neur6nios) comasfémeas tratadas comosesteroides Depos-
teron® (5,79) e Winstrol® (5,66). Mostrando que as altera-
¢oes nas células de Purkinje nao foram relevantes (Figura 1).

Em relagao os machos, foi observado que entre o
grupo controle (6,00 corpos celulares de neurénios) e os
animais tratados com Winstrol® (5,84) nio houve altera-
¢oes, 0o mesmo fato também foi observado quando compa-
rados animais do grupo controle (6,00) com os que foram
tratados com o Deposteron® (4,88). Entretando, diferen-
cas foram observadas entre os grupos Deposteron® (4,88)
e Winstrol® (5,84) quando comparados em si. Mostrando
que os animais que fizeram o uso do Deposteron® apresen-
taram menor nimero de células de Purkinje quando com-

parado aos tratados com o Winstrol® (p<0,05; Figura 2).

DISCUSSAO

Os resultados encontrados no presente estudo
mostram que houve diminuicio quantitativa significativa
entre os animais tratados com o composto Deposteron®,
em relagdo aos demais grupos. Os EAA tem sua meta-

bolizacio ocorrida no figado, entretanto para minimizar

Figura 1. Quantificagio total de neurénios de purkinje nas fémeas trata-
das com Deposteron® e Winstrol®, mostrando que nio houve uma redugio
de corpos celulares neuronais cerebelo de fémeas tratadas com ambos os
esteroides.
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ou excluir o metabolismo hepdtico, a prépria inddstria
farmacéutica estudou modificacées na estrutura mole-
cular dos compostos, originando trés grupos derivados:
ésteres do grupo 17-B-hidroxil, do qual faz parte o cipio-
nato de testosterona (Deposteron®); alquilados na posi¢ao
17-a., representado pelo estanozol (Winstrol Depot®); e
com anel esteroide alterado®'. Tal diminuicao pode ser
devido ao fato da esterificagio do grupo 17-B-hidroxil
com 4cidos carboxilicos diminuir a polaridade da molé-
cula tornando-a mais solavel nos veiculos lipidicos para
preparacoes injetdveis de liberagao lenta do esteroide

na circulagio e ocasionam menor toxicidade hepdtica

Figura 2. Quantificacio rotal de neurénios de purkinje nos machos trata-
dos com Deposteron® e Winstrol®, mostrando que howve uma reducio de
corpos celulares neuronais cerebelo de machos tratados com Deposteron®

(p<0,05).
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que os orais®. Este fato demonstra que o Deposteron®
se torne disponivel por um tempo mais prolongado no
organismo podendo ter maior efeitos aos sistemas. Ou-
tro ponto contribuinte para tais comprovagoes estd no
fato de tal droga ser mais lipossolivel quando compa-
rada ao Winstrol Depot®, o qual em sua versao injetd-
vel ndo é como o Deposteron® dissolvido em 6leo e sim
em 4gua, o que nos leva a concluir que tal substincia
se mostra mais hidrossoldvel. Fato este que acarretaria
dificuldades de atravessar a barreira hematoencefilica.

Danos as células de purkinje, ocasionando a
sua diminui¢io foram observados, onde ratos foram
submetidos exposi¢io a solucio alcodlica em dgua’.
O uso de tal substincia causou toxicidade devido ao
fato da entrada do etanol no sistema nervoso ser li-
vre, ou seja, nio hd limite para a passagem do dlco-
ol pela barreira hematoencefilica devido a sua alta
lipossolubilidade. Comprovando que substincias li-
possoltveis apresentam maior facilidade de passagem,
o que proporciona maior chances de danos cerebelares.

No presente estudo nido foi constatado diferen-
cas nos resultados entre fémeas e machos. Apesar de ji
ser conhecido que os EAA sao sintetizados a partir da
testosterona, o qual apresenta concentragoes diferentes
entre homens e mulheres. A testosterona circulante nos
homens varia entre 0,5 e 1,0ug/100mL de sangue e nas
mulheres variando entre 0,03 ¢ 0,07pg/100mL*. Devido
ao fato desta maior concentragio hormonal a quantidade
de receptores pra tal hormoénio se faz maior em machos.
Em individuos do sexo masculino, com gonadas em fun-
cionamento normal, os receptores androgénicos estio
saturados pelos niveis fisiolégicos de testosterona. Nesse
contexto doses suprafisiolégicas de esteroides anabolizan-
tes podem estimular o aumento do ndmero de receptores
androgénicos, favorecendo a expressio de suas fungoes.

Foi observado aumento na ordem de 106% nos re-
ceptores apds 7 dias e 279% de aumento apds 21 dias de
administracio da droga®*. Como conclusao, o autor apon-
ta este aumento como representativo, resultado da interfe-
réncia da droga. Segundo ele, o esteroide anabolizante atua
sozinho, modulando o nimero de receptores hormonais,
podendo desta forma, interferir diretamente na expres-
sao das proteinas. Seguindo tal linha de ideias podemos

conectar a presenga de testosterona, endégena e exogena,

a expressao de receptores celulares para estes horménios.
Somatizando a testosterona produzida normalmente ao
organismo masculino 4 adquirida pelo uso de EAA, a
quantidade ainda serd maior do que a presente no orga-
nismo feminino que também estd fazendo o uso de este-
roides. Com isso o fato de alteragoes significativas presen-
tes em machos, e ausentes em fémeas pode ser respaldado.

Os dados encontrados neste recente experimento
diferem em alguns aspectos de outro trabalho, onde ca-
mundongos foram submetidos ao uso dos anabolizantes
Potenay® e Deca-Durabolin® durante um més, nao de-
monstraram variagoes na densidade de corpos de neur6-
nios de purkinje no cértex cerebelar, quando comparados
ao grupo controle”. Neste trabalho podemos observar
uma diminuigao significativa na densidade das células de
Purkinje dos animais machos tratados com Deposteron®
quando comparados ao grupo tratado com Winstrol®
e também ao grupo controle, o que nos leva a sugerir
que o efeito no cerebelo vai depender principalmente da
dose utilizada, droga e tempo de exposicao da mesma.

Apesar de nao ser objetivo principal deste traba-
lho, o estudo comportamental destes animais, observou-
-se constantes brigas entre os animais machos. Ao decor-
rer das semanas de tratamento, a agressividade se tornou
visivelmente crescente, aumentando o nimero de brigas e
o nimero de animais machucados. Como pode-se obser-
var na Figura 3, os grupos tratados com os esteroides fica-
ram muito mais machucados. As feridas aqui estdo mais

presentes na regido dorsal do animal e préximo a cauda.

CONCLUSAO

Conclui-se entdo que o numero de células de
Purkinje no cerebelo das fémeas nio foi diferente entre os
grupos estudados; enquanto que a diminuigao do niime-
ro de células de Purkinje nos machos foi diferente somen-

te para o grupo tratado com Deposteron”.
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