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RESUMO

A literatura cientifica tem mostrado uma plasticidade neuronal benéfica (aumento de células
neuronais, maior comunicacdo intracelular, entre outros beneficios cerebrais) em animais
submetidos a exercicio fisico, melhorando as tarefas de aprendizagem, memoria e neuroprotecao.
Entretanto, ndo existem estudos que avaliem o efeito de exercicios fisicos aerébios em animais
submetidos a hormonios sintéticos sobre as alteracdes plasticas neuronais no hipocampo. A
expressdao de protefnas que se ligam ao fon cdlcio, como a parvalbumina, tem sido usada para
visualizar mudancas fisiologicas e patologicas no SNC. Ela é uma proteina associada a protecao,
tamponamento de célcio e regulacdo de vdrios sistemas enzimdticos. Ela proporciona uma
marcacdo sensivel e efetiva de células hipocampais. Portanto o presente estudo teve como
objetivo avaliar a expressdo da parvalbumina na formacdo hipocampal apds a administracio
diaria de Decanoato de Nandrolona (hormonio sintético, similar a testosterona) em ratos
submetidos a um programa de exercicio fisico aerébio forcado em esteira rolante por um periodo
de 10 dias. Foram utilizados ratos Wistar, machos, divididos em 4 grupos: a) nandrolona; b)
nandrolona/exercicio; ¢) exercicio; d) controle. O Decanoato de Nandrolona foi administrado em
dose mais alta (5mg/Kg) para simular um uso abusivo, assim como observado em humanos. Apds
o tratamento com nandrolona e do programa de exercicio fisico, os animais de todos os grupos
foram perfundidos com PBS e paraformaldeido, e seus cérebros processados através da técnica de
imunohistoquimica para analisar a expressdo da parvalbumina. Os grupos foram analisados pelo
teste de variancia (ANOVA). Os resultados demonstraram que os animais dos grupos nandrolona,
nandrolona/exercicio e exercicio apresentaram maior expressao de células e fibras imunorreativas
a parvalbumina na regido do giro denteado quando comparados com o grupo controle. Nossos
achados sugerem que doses excessivas de Decanoato de Nandronona e sua associagdo com o
exercicio fisico promovem aumento da plasticidade hipocampal.

Palavras-chave: Decanoato de Nandrolona, Exercicio fisico, Neuroplasticidade e Parvalbumina.



ABSTRACT

An extensive number of studies have shown a beneficial neuronal plasticity (increased number of
neuronal cells, enhanced intracellular communication, among other cerebral benefits) in animals
submitted to physical exercise, resulting in improvement of learning tasks, memory and
neuroprotection. However, to our knowledge there are no studies evaluating the effect of aerobic
physical exercise in neuronal plastic alterations in the hippocampus from animals submitted to
synthetic hormones. The expression of calcium-binding proteins, such as parvalbumin has been
used to visualize physiologic and pathological changes in the central nervous system. This
protein is associated to protection, calcium buffer and regulation of several enzymatic systems. It
provides a sensitive and effective marker of hippocampal cells. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the parvalbumin expression in formation hippocampal of rats submitted to
an aerobic physical exercise program in a treadmill for a period of 10 consecutive days following
daily administration of Nandrolone Decanoate (synthetic hormone, similar to the testosterone).
Adult Wistar male rats were divided into 4 groups: a) nandrolone; b) nandrolone/exercise; c)
exercise; d) control. Nandrolone Decanoate was administered in a higher dose (S5mg/Kg) to
simulate an abusive use, as commonly observed in humans. After physical exercise program and
nandrolone treatment, animals of all groups were perfused with phosphate-buffered saline
followed by 4% paraformaldehyde. Their brains were removed and processed for
imunohistochemistry technique to analyze the expression of the parvalbumin. The groups were
analyzed by analysis of variance test (ANOVA). The results demonstrated that animals from
nandrolone, nandrolone/exercise and exercise groups presented increased staining of
parvalbumin-positive cells and parvalbumin-fibers in the dentade gyrus when compared with
their respective controls. Our findings suggest that overdoses of Nandrolone Decanoate
associated with the physical exercise promote increase hipocampal plasticity.

Keywords: Nandrolone Decanoate, physical exercise, neuroplasticity and parvalbumin.
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1 INTRODUCAO

1.1 CEREBRO E EXERCICIO

O exercicio fisico provoca mudangas fisiolégicas positivas em todo o corpo humano,
melhorando a satide de forma geral (COTMAN & ENGESSER, 2002). O exercicio fisico envolve
a contragdo muscular através de um aumento no recrutamento espacial e temporal de unidades
motoras. Similarmente o exercicio fisico termina com um desrecrutamento das unidades motoras.
Ambos sdo os resultados da modulagdo do comando motor descendente. Kaiser (2003) discute a
estreita relagdo atividade fisica-cérebro, sugerindo que o exercicio fisico voluntdrio comeca e
termina no cérebro.

Ultimamente, um grande incentivo para individuos sedentdrios comecgar a se exercitar,
tem sido a descoberta de novas pesquisas mostrando que o exercicio € um meio de aumentar e
proteger a fungdo cerebral. A regido cerebral que tem mostrado prematuramente e mantida a alta
regulacdo neurotréfica em resposta ao exercicio € o hipocampo (figuras 1 e 2). O hipocampo &
uma regido cerebral importante, relacionada a aprendizagem e memoria e um dos primeiros alvos
de deterioracdo de doencas neurodegenerativas (COTMAN & BERCHTOLD, 2002). Também é
o local mais suscetivel a danos iniciados por atividade de estresse fisiologico, processos
patolégicos ou exposicdo neurotoxica. A suscetibilidade de neurdnios especificos dentro do
hipocampo a isquemia, crises epilépticas e excitotoxidade t€ém sido bem documentadas tanto em

humanos quanto em modelos animais (HARRY & D’HELLENCOURT, 2003).



Hippocampus

Figura 1: Localizacdo anatdmica do hipocampo no cérebro (BRASIL-NETO, 2007).
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Figura 2: Esquema representando as regides do hipocampo CA1-CA3 e Giro Denteado (DG) e suas principais

projecdes (HARRY & D’HELLENCOURT, 2003).
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Experimentos em humanos e animais mostram que algumas regides do cérebro adulto,
tém a capacidade de mudar a estrutura e conseqiientemente a funcdo em resposta a varios
estimulos (SCHALLERT et al, 2000). Esta reorganizacdo é freqlientemente referida como
plasticidade (WARD, 2005). Os mecanismos neuropldsticos podem ser disparados por varios
estimulos naturais (sendo o exercicio um desses estimulos) ou artificiais, os quais podem surgir
em ambientes externos ou internos e podem diferir tanto qualitativamente quanto
quantitativamente. Os efeitos da plasticidade podem levar a mudancas positivas ou negativas
(plasticidade evoluciondria), apds curto periodo de exposi¢ao (plasticidade reativa), apds longo
periodo ou estimulos continuos (plasticidade adaptacional) ou durante recuperacdo funcional ou
estrutural de danos nos circuitos neuronais (plasticidade recuperacional) (TROJAN &
POKORNY, 1999). A atividade fisica voluntdria e o exercicio forcado podem influenciar
favoravelmente a plasticidade cerebral pela facilitacdo de processos neurogeradores,
neuroadaptativos e neuroprotetores (DISHMAN, 2006).

Virios estudos sugerem que o exercicio fisico pode afetar a neuroquimica hipocampal
(FORDYCE & WEHNER, 1993), a atividade neuronal (VISSING et al., 1996), a marcacdo de
fator tréfico (NEEPER et al.,, 1996), sobrevivéncia e proliferagdao de células granulares (VAN
PRAAG et al., 1999). O exercicio também aumenta a manutenc¢io neurotréfica e a neurogénese,
as quais poderiam contribuir para bloquear os efeitos do estresse e envelhecimento e produzir
efeitos antidepressivos (DUMAN, 2005).

Embora os dados acima sugiram que o hipocampo € acionado durante o exercicio
aerébico, pouca atencdo tem sido dada as mudancas cerebrais induzidas por diferentes tipos
atividade fisica (ARIDA, 2004). Hollmann (2000) demonstra que durante o esforco fisico, existe
um significativo aumento no suprimento sanguineo regional no cérebro quando examinados em
pessoas sauddveis. Este aumento pode ser importante para uma aceleracdo no transporte de
substancias que sdo crescentemente produzidas nos neurdnios durante o exercicio dindmico.

A neurogénese no sistema nervoso central (SNC) de adultos tem sido descrita em vdrias
espécies, inclusive a humana. Estudos demonstram que fatores ambientais influenciam a
proliferacao de células na regido do hipocampo. Nestas espécies, existem regides onde se
localizam células progenitoras mitoticamente ativas capazes de gerar novos neuronios na fase
adulta. Essas regides incluem os ventriculos, mais precisamente a zona subventricular dos

ventriculos laterais (ZSV) e a formacdo hipocampal, especificamente a zona subgranular do giro
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dentado (ZSG), sendo esta ultima o ponto de encontro da camada interna de células granulares do
giro dentado com o hilo (SCORZA et al., 2005).

Inimeros estudos em animais tém mostrado o que o exercicio fisico induz neurogénese
hipocampal (VAN PRAAG et al.,, 1999; EHNINGER & KEMPERMAN, 2003). As moléculas
protéicas, como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e a neurotrofina-3 (NT-3) sdao
membros da familia das neurotrofinas encontradas em muitas dreas do cérebro e medula espinal
(DREYFUS et al., 1999; FRIEDMAN et al., 1998). A atividade voluntdria em roda aumenta o
RNAm do BDNF no hipocampo, cerebelo e medula espinal de ratos (NEEPER et al., 1996;
GOMEZ-PINILLA et al., 2001). O BDNF hipocampal é altamente regulado pela atividade fisica
e esta neurotrofina pode estar envolvida na neuroplasticidade induzida pelo exercicio fisico
(JOHNSON & MITCHELL, 2003). Alguns protocolos de atividade fisica voluntdria na roda
baseiam-se na utilizacdo de roda equipada com um contador de distancia eletronico (VAN
PRAAG et al, 1999) ou contador eletronico de voltas que depois as multiplicam pela
circunferéncia da roda (FEDIUC et al., 2006).

Dados substanciais implicam vias comuns envolvendo a ac¢do de neurotransmissores
através de fatores neurotréficos para regular as células tronco neurais (atuando na neurogénese).
Esta trajetdria de fator neurotréfico mediada por neurotransmissores pode ser alterada por fatores
ambientais extrinsecos incluindo o ambiente enriquecido, exercicio fisico, estresse e abuso de
drogas (ingestdo de &lcool, opidide, metanfetamina). A serotonina (5-HT), o glutamato e o
GABA s3o os principais neurotransmissores que atuariam na neurogénese. A interagao através de
fatores neurotréficos e desses neurotransmissores com fatores extrinsecos, afetam a neurogénese,
podendo estimular ou inibi-la (POWROZEK et al., 2004).

A utilizagdo de proteinas ligantes de cdlcio como marcadores neuronais, tem sido bem
difundida devido as suas diversas propriedades e fungdes em todo SNC. As proteinas
carrreadoras de célcio sdo conhecidas por serem expressas por diferentes grupos de
interneurdnios hipocampais (XU et al., 2007). Estes interneurdnios atuam na sinaliza¢do pré-
sindptica de cdlcio que desenvolve um papel crucial na plasticidade da transmissao sindptica em
curto prazo (MULLER et al., 2007). O célcio exerce seu efeito em parte via interacdes com uma
variedade de proteinas carreadoras de célcio.

Estudo recente mostrou que o exercicio forcado e voluntdrio provocou alteracdes na

expressdo da parvalbumina nas regides de CAl, CA3 e giro dentado (ARIDA et al., 2004). Em



14

estudo subsequente, as alteragdes na expressdo da parvalbumina no giro denteado foram também
observadas em animais treinados com epilepsia (ARIDA et al., 2007). Uma vez que as proteinas
tamponadoras de cdlcio vém sendo utilizadas para estudar alteragdes neuronais fisiologicas e
patoldgicas, a parvalbumina pode ser um marcador util para estudar as alteracdes pldsticas em

resposta ao exercicio fisico na formagao hipocampal.

1.2 HORMONIOS ESTEROIDES E SNC

Hormonios sdo substincias quimicas secretadas e produzidas por glandulas especificas,
liberadas e transportadas na corrente sanguinea, que ativam inibem ou modulam a atividade de
células e Orgdos alvos. Os hormodnios esterdides sdo derivados do colesterol e atuam mais
especificamente no controle do metabolismo, sistema imune e sexual (ARLT, 2006; ARVARY &
POPE, 2000; BOND et al., 1995).

As glandulas adrenais e os ovdrios representam as principais fontes de androgénios
(hormonios sexuais) em mulheres e as glandulas adrenais e os testiculos nos homens. O esterdide
adrenal dehidroepiandrosterona (DHEA) representa o precursor crucial da biosintese dos
esterdides sexuais testosterona e o estradiol. Entretanto, ele préprio possui fraca acdo
androgénica. Os precursores principais da testosterona sdo a pregnolona, progesterona e
hidroxiprogesterona. (ARLT, 2006).

Esses androgénicos (hormdnios esterdides sexuais) parecem ter fungdes na diferenciacio
sexual do SNC no periodo embriondrio e interferem na conduta sexual masculina e agressividade.
O processo de diferenciacdo sexual cerebral ndo estd totalmente esclarecido, mas parece ser
importante a aromatiza¢do da testosterona em estrogénios em nivel cerebral. A aromatase estd
presente em dreas cerebrais como o hipotdlamo, drea pré-optica e no sistema limbico, estruturas
envolvidas no controle das funcdes reprodutivas (SILVA, 2006).

Os hormonios esterdides, como ja mencionado antes, sdo responsaveis por vdrias funcoes
fisiologicas, sendo suas principais o desenvolvimento sexual e crescimento dos tecidos (em
especial o muscular esquelético) (OZAWA, 2005). Por esse motivo, muitas pessoas no mundo

acabam aderindo ao uso de esterdides anabdlicos androgénicos (EAA), que s@o andlogos
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sintéticos da testosterona originalmente desenvolvidos para propdsitos clinicos, mas também tem
sido predominantemente tomadas como drogas abusivas. O abuso dos EAA € associado com
efeitos adversos nas funcdes reprodutiva, cardiaca e do figado, assim como sintomas fisiolégicos,
incluindo mudancas na ansiedade e agressao (YANG et al., 2002). Entretanto, suas atuacdes nao
param por ai, elas se prolongam até os principais 6rgdos, como o cérebro. O cérebro ¢é
considerado um 6rgdo alvo importante para estes hormonios esterdides que sdo secretados por
alguns 6rgaos periféricos como o coértex adrenal, testiculos e ovéario. Em outras palavras, estes
orgdos periféricos controlam o sistema nervoso central. Hormonios esterdides influenciam o
desenvolvimento cerebral, reprodugdo, diferenciacdo sexual, cogni¢do, memoria, comportamento,
entre outros. Estes efeitos sdo mediados por receptores de hormonios esterdides, os quais regulam
diretamente a expressdo de genes (OZAWA, 2005).

Os principais receptores de hormdnios esterdides que atuam na mediacdo dos efeitos
acima citados incluem, os receptores de glucocorticdides, receptores mineralocorticoides,
receptores de estrogé€nio, receptores de progesterona e receptores de androgénios. Hormonios
esterdides, quando mediados por seus receptores, desenvolvem um papel crucial no
desenvolvimento neuronal e plasticidade em vertebrados (KAWATA et al., 1998; OZAWA,
2005).

No cérebro, o hipocampo e o hipotilamo sdo as principais regides de atuacdo dos
hormoénios esterdides (KAWATA et al., 1998). A regulacdo neuroenddcrina é uma importante
fungcdo que ocorre nestas dareas. Muitos neurdnios, os quais possuem funcdo neuroenddcrina,
exibem a expressdo de receptores esterdides, indicando que numerosos neurdnios sao
grandemente regulados por hormonios esteroéides (KAWATA et al., 1998).

O estrogénio (um hormonio esterdide sexual feminino) age nas caracteristicas sexuais
femininas e na regulacdo do ciclo menstrual. Baixos niveis desse hormonio influenciam no
envelhecimento cerebral, particularmente em mulheres pds-menopausa. A reposi¢ado hormonal
ap6s a menopausa parece reduzir o declinio cognitivo relacionado com o envelhecimento e
retarda o aparecimento de Alzheimer em humanos (GARCIA-SEGURA et al., 2001). Entretanto,
recentes evidéncias sugerem que em longo prazo a terapia crOnica com estrogénio poderia
exacerbar os prejuizos na memoria devido a uma neuroinformacao elevada e/ou a uma reducao

na eficdcia dos receptores de estrogénio. Outro fato levantado seriam danos irreversiveis nas
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células do hipotdlamo afetando negativamente as células microgliais, que sdo importantes na
regulacdo de resposta do sistema imune (ERICKSON et al., 2007).

Os esterdides podem mudar rapidamente a excitabilidade neuronal por afetarem canais
ionicos e ativarem receptores acoplados a proteina-G, incluindo o receptor do GABAa, da
glicina, do AMPA, do kainato, do NMDA, colinérgico nicotinico e da 5-hidroxitriptamina
(RUPPRECHT & HOLSBOER, 1999). Os esterdides sdo sintetizados em 6rgaos enddcrinos € no
sistema nervoso, neste ultimo sob o termo de “neuroesteréide” (SAALMANN et al., 2007). A
producdo de esterdides pelas glandulas adrenais e reprodutivas € regulada pela liberacdo do
horménio gdnadatrofina e coérticotrofina no hipotdlamo, e hormonios luteinizantes e
adrenocorticotropico na pituitiria (GENAZZANI et al,. 1998), enquanto que os niveis de
neuroesterdides podem ser localmente regulados pela sintese referida anteriormente (6rgios
enddcrinos) ou da circulacio de precursores dentro do cérebro (PURDY er al, 1991;
CORPECHOT et al., 1993).

Entre todos os hormonios esterdides, a énfase neste estudo, sera dada a testosterona. A
testosterona possui um papel chave no homem adulto como a estimulacdo sexual, processos de
construgao dos tecidos (sintese protéica) e comportamentais (COPELAND et al., 2000).

A deficiéncia de testosterona é uma ocorréncia comum em homens com insuficiéncia
cardiaca cronica e pode justificar as caracteristicas do avango da doenca, incluindo reducdo da
massa muscular esquelética e fadiga. A terapia de testosterona tem mostrado também redu¢do nos
niveis circulantes de marcadores inflamatérios em pacientes com doencga arterial corondria
estabelecida e deficiéncia de testosterona (SAXTON et al., 2006).

Segundo Beauchet (2006), niveis de testosterona decrescem com o envelhecimento em
homens. Entre as idades de 30 e 80 anos, o indice de testosterona livre diminui em torno de 50%
em homens. Além disso, aproximadamente 1 em cada 10 homens abaixo de 50 anos de idade,
apresentam niveis hipogdnadais de testosterona, podendo aumentar para 1 em cada 5 com idade
entre 50 a 60 anos. Baixos niveis de testosterona endégena em homens maduros sauddveis podem
ser associados com baixo rendimento em pelo menos alguns testes de cogni¢do. Estudos indicam
que a suplementagdo de testosterona pode ter efeitos positivos moderados no dominio seletivo

cognitivo em homens maduros (BEAUCHET, 2006).
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1.3 HORMONIOS, EXERCICIO E SNC

O abuso dos EAA produz alteracdes comportamentais que incluem irritabilidade, agressao
e sensibilidade de humor (POPE & KATZ, 1994; THIBLIN et al, 1997). Alguns sintomas
depressivos sdo comuns apds a descontinuidade no abuso de esterdides anabolizantes (POPE &
KATZ, 1994). Estes EAA sdao compostos sintéticos que t€ém acdes anabdlicas (sintese protéica) e
androgénica (masculiniza¢do) no corpo. O consumo de EAA em doses 10-100X acima da dose
terapéutica, com o objetivo de aumento de massa muscular e forga fisica t€ém sido observados em
atletas. Entretanto, somente alguns estudos tém analisado a influéncia de altas doses de EAA no
cérebro (CLARK et al., 1995).

Mais recentemente, foi mostrado que o EAA 17a-alcanato, assim como o 19-
noratestosterona e a nandrolona, pode induzir de forma répida e reversivel a modulacdo da
subunidade especifica dos receptores GABAa (do hipotdlamo) (YANG et al., 2002). Em estudo
com tratamento de um “coquetel” de EAAs por 7 dias foi observado um aumento nos niveis de
glucocorticéides no hipocampo de ratos. Estes autores propdem que os EAAs podem agir no
cérebro, a0 menos em parte, via agdes nos receptores de glucocorticéides neurais. Kindlundh et
al. (2003) observaram que a administracdo cronica do esterdide anabolizante androgénico
decanoato de nandrolona, em diferentes doses, modificou a acdo dos receptores serotonérgicos 5-
HT1b e 5-HT2 em vdrias regides cerebrais de ratos (diminuindo sua regulagdo, favorecendo
assim alteracdes de comportamento). As regides cerebrais envolvidas tém sido implicadas em
alteracdes comportamentais relatadas pelos usudrios de EAA tais como agressdo, ansiedade,
psicose, euforia, anorexia reversa e depressao.

A participacdo de hormonios esterdides na cogni¢do e na saude cerebral ja estd bem
evidente na literatura. Ambos possuem mecanismos de acdo bem similares, agindo no aumento
da produgao de fatores de crescimento neurotréficos, aumento da vascularizacdo e na modulacao
de marcadores bioquimicos associados com neuroprotecao, sugerindo aumentos nestas fungdes
quando agem em conjunto (ERICKSON et al., 2007; WOOD, 2004).

A nandrolona, um dos EAA mais utilizado em associacdo com o treinamento fisico,
provoca estimulos cerebrais que aumentam a sintese protéica, eritropoiese, mineralizacdo dssea,

na propagacio do potencial de ac¢do e processos de meméria JOUMAA & LEOTY, 2001).
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Este esterdide junto com a atividade fisica provoca maior velocidade de contracdo nas
musculaturas esqueléticas, tanto em musculos de fibras brancas (contragdo rdpida) quanto em
musculos de fibras vermelhas (contragao lenta), tudo isso sem afetar o tempo de relaxamento, ou
seja, sem tenha que haver um tempo maior de recuperagdo da musculatura para que a contragao
continue mais rdpida (JOUMAA et al., 2002). Essa maior velocidade na contragdo muscular se
deve a dois fatos: o exercicio por treinabilidade melhora a contracio muscular, por afetar
mecanismos que aumentam a propagacdo do potencial de ac¢do; o outro fato é que a nandrolona
também atua no SNC estimulando o sistema dopaminérgico (aumentando a excitabilidade), inibe
o sistema serotonérgico (diminui o relaxamento) e aumenta o influxo de célcio intracelular
(também tornando a célula mais excitdvel). Com contracdes mais rdpidas e mais fortes vérios
atletas acabam por fazer um uso indiscriminado de esterdides. Todos estes processos excitam o
SNC provocando alteragdes comportamentais (JOUMAA & LEOTY, 2001; JOUMAA et al.,
2002; kindlundh et al., 2001 e 2003)

Apesar de existirem vdrios relatos sobre alteragdes no SNC induzidas pelos esterdides,
sua a¢do ainda € pouco conhecida. Contudo, o uso de hormoénios suplementares em quantidades

muito acima das dosagens terapéuticas pode alterar processos pldsticos na regiao do hipocampo.
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2 OBJETIVO

Determinar as possiveis alteracoes da expressdo de parvalbumina na formacgdo
hipocampal de ratos submetidos ao exercicio fisico forcado aerébio e aplicagdo de Decanoato de

Nandrolona.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados para o estudo ratos albinos da ragca Wistar, machos, com idade de 6
meses provenientes do biotério central da Universidade de Mogi das Cruzes (UMC). Os animais
ficaram alojados em grupo de até 4 ratos, em gaiolas apropriadas, onde tiveram livre acesso a
dgua e comida. As condi¢des do biotério obedeceram a um ciclo claro-escuro de 12 horas (claro:
07:00-19:00), sendo a temperatura ambiente mantida constante entre 21 e 22 °C. Os animais
foram divididos em 4 grupos: esteréide (N=6), esteréide/exercicio fisico (N=6), exercicio fisico
(N=6) e controle (N=6). O protocolo experimental obteve aprovacdo da Comissdo de Etica em

Manipulacdo e Experimentagdo Animal (CEMEA) da UMC.

3.2 PROGRAMA DE TREINAMENTO FiSICO

O programa de treinamento fisico foi realizado em esteira rolante. Para determinar uma
medida de treinabilidade nos animais, uma escala de desempenho na esteira de 1 a 5, classificada
por Dishman e col. (1998), foi realizada: 1= o animal se recusa a correr, 2= corrida sem
constancia (corre e para ou corre em dire¢do errada), 3= corrida regular, 4= corrida boa
(ocasionalmente corre na parte de tras da esteira), 5= corrida excelente (corre permanentemente
na parte da frente da esteira). Os animais com uma classificacio média de 3 ou mais foram
incluidos nos grupos de exercicio fisico. Este procedimento foi usado para excluir possiveis
niveis diferentes de estresse entre os animais. Os animais foram familiarizados com a esteira
rolante por 3 dias durante 10 min/dia. O programa de exercicio aerdbio consistiu de 7 sessoes
consecutivas em esteira rolante (lsessdo/dia) com intensidade do exercicio (60%VO2max) de

acordo com parametros prévios utilizados em estudo anterior (Arida e col. 1999). Cada sessao de
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exercicio iniciou-se com um aquecimento de 5 min a 12-15 m/min. O tempo e a velocidade de

corrida foram aumentados gradativamente durante os dias subseqiientes.

3.3 APLICACAO DAS DROGAS

Os animais receberam doses didrias de esterdides de Smg/dia. (dosagem estimada por uma
média das doses utilizadas em ratos na literatura, WILLIANSON & YOUNG, 1992;
KINDLUNDH et al., 2001; CUNHA et al, 2005) e considerada como uma quantidade
semelhante as doses de abuso usadas por humanos praticantes de atividades fisicas, ou seja,
acima da dosagem terapéutica (25-50mg a cada 3 semanas - BAUME et al., 2004).

Os grupos que foram submetidos a administracio da droga (s.c.), (Decanoato de
Nandrolona) foram: o grupo esterdide e o esterdide/exercicio fisico forcado. Os grupos controle e

exercicio fisico for¢ado receberam aplicagdes s.c. de solucao salina (a 0,01%).

3.4 ANALISE HISTOLOGICA

Os animais foram anestesiados com tiopental sédico 40mg/kg (i.p.) e submetidos a
perfusao transcardiaca com tampao fosfato salina (PBS pH 7,4) contendo heparina. A seguir, essa
solucdo foi substituida por paraformaldeido 4% em PBS. Os cérebros foram removidos
imediatamente e deixados por 4 horas na solucdo fixadora de paraformaldeido 4% e depois foram
colocados em uma solucao sacarose 30% em PBS a 4°C. Apds 48 horas, esses cérebros foram
cortados num vibratomo (LEICA) em fatias de 40um. Para a andlise imunohistoquimica, as fatias
foram embebidas em solu¢@o de peréxido de hidrogénio 0,1% por 30 minutos, para o bloqueio da
atividade das peroxidases enddgenas do tecido, que seriam responsdveis por uma marcacao
inespecifica. Em seguida, as fatias foram lavadas em Tris HCL e TRITON X-100 10%,
objetivando-se a permeabilizacdo celular. Posteriormente, as fatias foram incubadas em solucao

de soro albumina 0,1% durante 90 minutos a temperatura ambiente, a fim de evitar reagdes
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inespecificas. Em continuidade, os cortes foram incubados em solucdo contendo o anticorpo
primdrio anti-Parvalbumina na diluicdo adequada a temperatura de 4°C ao longo da noite. Em
seguida, as fatias foram colocadas na solu¢do contendo o anticorpo secundério biotinilado, na
diluicao de 1:200 por um periodo de 90 minutos & temperatura ambiente, permitindo a ligacdo do
anticorpo secunddrio ao primdrio. Posteriormente as fatias foram colocadas em uma solucio do
kit ABC por 90 minutos e depois foram reveladas com diaminobenzidina (DAB) 0,06% em Tris-
HCI 0,05M pH 7,4 e peréxido de hidrogénio 1ul/ml. O DAB € um substrato cromdégeno da
enzima peroxidase, que confere ao sitio onde se encontra o complexo estreptavidina-peroxidase
uma cor castanho-amarelada ao sofrer a acdo dessa enzima, permitindo a visualizacdo da
imunomarcagao. Por fim as fatias foram montadas, desidratadas, diafenizadas e cobertas com

laminulas, usando-se Entellam (MERK).

3.5 ANALISE DOS DADOS

Apds esses procedimentos, foi realizada nas laminas uma andlise quantitativa e
quantitativa em microscopio Optico e captura das imagens. A andlise quantitativa foi realizada
para as fibras do hilo do giro denteado usando um programa de imagem (image tool-UTHSCSA).
Este programa proporciona calcular a densidade de fibras nas dreas estabelecidas, através da
porcentagem de fibras, utilizando um contraste numa escala de cinza, que € regulada
manualmente por quem estd avaliando as imagens, em cima dessa regulacdo que o software
executa os cdlculos necessarios. Utilizou-se ampliagao de 200x em CA1, CA3 e giro dentado, e
400x para o hilo do giro dentado. Para cada parametro da anélise estatistica, foi usado o ANOVA

(andlise de variancia) e ap0s o teste de Tukey.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE QUALITATIVA

A andlise qualitativa da expressao da parvalbumina na formagao hipocampal mostrou um
aumento da expressdo de células imunorreativas a parvalbumina no hilo do giro denteado e de
fibras no stratum radiatum no hilo do giro denteado (figura 3) dos grupos exercicio/esterdide e
ester6ide quando comparadas com os grupos exercicio e controle na mesma regido (figura 3).
Entretanto, ndo foi verificada alteracdo da expressao de parvalbumina na regido de CA1l e CA3,

como mostram as figuras 4 e 5.



Figura 3: Fotomicrografias de células imunorreativas a parvalbumina e fibras na regido do hilo do giro denteado.
Animais controle (A-a), esterdide (B-b), exercicio (C-c) e exercicio/esterdide (D-d). (N=6). Aumento de 200 X em
A,B, C e D. Aumento de 400 X em a,b,c e d.




Figura 4: Fotomicrografias de células imunorreativas a parvalbumina e fibras na regido de CAl. Animais
controle (A), esterdide (B), exercicio (C) e exercicio/esterdide (D). (N=6). Aumento de 400x em A, B, C e D.



Figura 5: Fotomicrografias de células imunorreativas a parvalbumina e fibras na regido de CA3.
Animais controle (A), esteréide (B), exercicio (C) e exercicio/esterdide (D). (N=6). Amento de 400x
em A, B,CeD.

26
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4.2 ANALISE QUANTITATIVA

Foi observado um aumento significativo (p < 0,05) na marcacdo de fibras de células
parvalbumina-positivas na regido do hilo do giro denteado nos animais do grupo
exercicio/esterdide, do grupo esterdide e do grupo exercicio quando comparados com os animais
do grupo controle. Nao foram observadas alteragdes significativas entre os grupos
exercicio/esterdide, esterdide e exercicio (figura 6).

Na andlise quantitativa ndo foram observadas diferencgas significativas (p > 0,05) na

expressao de parvalbumina entre os grupos nas regides de CA1 e CA3 (figuras 7 e 8).
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Figura 6: Valores de média e desvio padrdo da densidade de fibras de células parvalbumina-positivas na regido do
hilo do giro denteado dos grupos exercicio/esterdide, esterdide, exercicio e controle. (N=6).

*Diferenca estatisticamente significante entre o grupo exercicio/esteréide e o grupo controle (p < 0,01).
*Diferenca estatisticamente significante entre o grupo esterdide e o grupo controle (p < 0,01).

*Diferenca estatisticamente significante entre o grupo exercicio e o grupo controle (p < 0,01). (ANOVA)
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Figura 7: Valores de média e desvio padrdo da densidade de fibras de células parvalbumina-positivas na regido de
CAL dos grupos exercicio/esteréide, esterdide, exercicio e controle. (N=6). (ANOVA)
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Figura 8: Valores de média e desvio padrdo da densidade de fibras de células parvalbumina-positivas na regido de
CA3 dos grupos exercicio/esteréide, esterdide, exercicio e controle. (N=6). (ANOVA)
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5 DISCUSSAO

Este estudo demonstra que a aplicacio de nandrolona, com ou sem associacdo ao
exercicio fisico forcado (moderado) em esteira, provoca aumento na expressao de células e fibras
imunorreativas a parvalbumina na regido do hilo do giro dentado do hipocampo.

Muitos trabalhos j& documentaram alteracdes na regido do hipocampo induzidas pelo
exercicio fisico. Tém sido observada tanto no exercicio forcado quanto no exercicio voluntério,
neurogénese, proliferacdo celular, aumento da expressdo do gene BDNF (VAN PRAAG et al.,
1999; COTMAN & BERCHTOLD, 2002; COTMAN & ENGESSER-CESAR, 2002) e
neuroplasticidade relacionada a proteinas ligantes de cédlcio como a parvalbumina (ARIDA et al.,
2004). As alteracoes plasticas ocorridas pelo exercicio fisico podem promover uma melhora nos
processos de aprendizagem e memoria associadas com a neurogénese na regiao do hipocampo
(HOLMES et al., 2004; VAN PRAAG et al., 1999). Estas alteracdes poderiam também atuar
como mecanismos de neuroprotecdo cerebral (COTMAN & ENGESSER-CESAR, 2002),
aumento na eficdcia sindptica (VAYNMAN et al., 2006) e proliferacdo celular no giro dentado
(VAN PRAAG et al., 1999).

A proliferacdo celular na zona subgranular do giro denteado pode representar um papel
crucial no processo de aprendizagem. Vérios estudos t€ém mostrado que o exercicio fisico induz
neurogénese € consequentemente um aumento na potenciacdo de longo-prazo (LTP), de fatores
neurotréficos como o BDNF, a liberagao de alguns neurotransmissores e alguns hormonios
(estrogénio e IGF-1) que melhoram de forma significativa a atencao e memoéria (COTMAN &
BERTCHOLD, 2002). Neste sentido, Arida & col. (2004) observaram um aumento significante
da expressdo de fibras e células de parvalbumina na regido do hilo do giro denteado quando
comparado com o grupo controle, utilizando o mesmo protocolo de exercicio adotado neste
trabalho. Estes achados foram confirmados no nosso estudo, demonstrando que o aumento da
parvalbumina também pode ser modulado pelo exercicio fisico.

Nosso estudo mostrou que o tratamento com nandrolona também foi capaz de promover
plasticidade hipocampal. A associacdo da nandrolona com o exercicio fisico provocou um maior
aumento no numero de fibras de células parvalbumina-positivas na regido do hilo do giro

denteado nos animais do grupo exercicio/esterdide em relacio ao grupo exercicio. Alguns estudos
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téem demonstrado processos plédsticos no hipocampo induzidos pela nandrolona. Por exemplo,
Tirassa & col. (1997), verificaram que a nandrolona e a testosterona causaram aumento nos
niveis de NGF (Nerve Growth Factor) no hipocampo e diminui¢do no hipotdlamo. Sabe-se que o
NGF atua na manutencdo e regulacdo de fungdes comportamentais, incluindo memodria,
aprendizagem e comportamento defensivo. Isto justificaria o uso de nandrolona como terapia de
reposicado de testosterona em homens hipogbnadais, tendo como conseqiiéncia melhora na
cognicdo desses individuos (BEAUCHET, 2006). Hajszan et al. (2007), mostraram que oS
hormonios esterdides exercem fung¢do neuroprotetora e melhora na cognigdo, estando associados
com a neurogénese e remodelamento sindptico na regido do hilo do giro denteado.

Sabe-se que a nandrolona aumenta o influxo de célcio nas células musculares melhorando
a velocidade de contracdo dos musculos. Estudos mostram que o mesmo mecanismo ocorre nas
células neuronais, aumentando assim a estimulac¢io do potencial de acdo JOUMAA & LEOTY,
2001). Essa estimulacdo poderia desencadear uma maior liberacdo do neurotransmissor
glutamato, o qual em niveis mais elevados pode aumentar ainda mais o célcio intracelular
levando a excitoxidade, ocasionando morte neuronal (SCORZA et al., 2005).

Os mecanismos, que supostamente, poderiam desencadear este processo se devem ao fato
do esterdide (nandrolona) agir diretamente no sistema dopaminérgico, através da via mesolimbica
(KINDLUNDH et al., 2001). O sistema mesolimbico de dopamina é um circuito cerebral
essencial para motivacdo e recompensa (KOOB et al., 1997). A dopamina € liberada no nicleo
accumbens dos neurdnios da drea tegmental ventral durante recompensas naturais, tais como sexo
e alimentacdo (HYMAN et al., 2001). Drogas que sao usadas de forma abusivas agem no sistema
mesolimbico de dopamina aumentando a liberagdo de dopamina (como anfetaminas e opidides)
ou reduzindo a reutilizacdo de dopamina no nicleo accumbens (como a cocaina). A liberacdo de
dopamina dos neurdnios da drea tegmental ventral e dos receptores dopaminicos no nucleo
accumbens s@o cruciais para estes efeitos (WOOD, 2004). Os esterdides atuam no sistema de
recompensa (relacionado com sensacdes de prazer) que estd, também, envolvido com
comportamentos agressivos (LE GREVE’S et al., 1997). Além disso, a nandrolona aumenta os
niveis de beta-endorfina na drea tegmental ventral, sugerindo sua influéncia no mecanismo de
recompensa e suportando a hipétese de que os esterdides podem causar dependéncia psicolégica

(JOHANSSON et al., 1997).
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Até o momento, a melhor hipétese para a participacdo da nandrolona na maior expressao
de parvalbumina na regido do hilo do giro dentado, principalmente em associagdo com o
exercicio fisico, é o possivel fator neuroprotetor da parvalbumina no hipocampo contra um
influxo exagerado de cdlcio (ARIDA et al., 2004; ARIDA et al., 2007). Os achados observados
em estudos citados anteriormente poderiam justificar as alteragdes no grupo esterdide/exercicio
fisico em nosso estudo.

Embora vérias pesquisas tenham mostrado a acdo dos esterdides na plasticidade
hipocampal, existem poucos trabalhos sobre o assunto. E no que diz respeito ao efeito
neurogénico dos andrégenos, as pesquisas sao ainda mais escassas e controversas. Enquanto um
estudo sugere que a testosterona promove neurogénese em pdssaros que cantam (LOUISSAINT
et al., 2002), outro estudo mostra que a nandrolona reduz a produc¢do de novas células no giro
denteado de ratos, um efeito observado em fémeas e machos (BRANNVALL et al., 2005).
Ainda, este é o primeiro estudo que avalia o efeito da associacdo de andrégeno com o exercicio
fisico. Em conclusdo, embora a ac¢do do esterdide no hipocampo ndo estd bem esclarecida, nosso
estudo mostrou que o esterdide potencializou o efeito do exercicio no aumento da expressao da

parvalbumina nesta regido.
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