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RESUMO

Esteroides anabdlicos androgénicos (EAAs) sdo compostos sintéticos derivados da
testosterona. Possuem efeitos que intensificam a construcdo de tecidos e as caracteristicas
masculinas. Em busca de aumento da for¢a, ganho de massa corporal e por apelo estético, estas
substancias sdo utilizadas indiscriminadamente por adolescentes e por atletas em esportes de
alto rendimento. Porém, evidéncias crescentes propdem que estas drogas trazem efeitos
secundarios indesejaveis, tais como perda do controle de impulso e aumento da agressividade
e violéncia. O envolvimento da serotonina (5-HT, 5hidroxitriptamina) com o comportamento
agressivo € de grande relevancia. No primeiro passo da via das quinureninas (VQ), a enzima
IDO (indoleamina 2,3dioxigenase) tem fungdo de regular a relagcdo de conversdo de TRP
(triptofano) em quinurenina (QUIN). Um aumento na atividade desta enzima pode resultar na
reducdo de TRP e aumentar QUIN, com consequente reducdo de 5-HT e aumento de outros
metabolitos como o acido quindlico (AQ) que possui efeito tdxico no sistema nervoso central
(SNC), causando inflamages. No presente estudo, investigamos se o inibidor da IDO 0 1-MT
(1-metiltriptofano) é capaz de reverter os efeitos comportamentais e neuroquimicos causados

pelo tratamento com Estanozolol (50mg / kg / dia) em camundongos.

Palavras-chave: Agressividade, esteroide anabolico androgénico, indoleamine 2,3dioxgienase,

estanozolol, 1-metil-triptofano.



ABSTRACT

Anabolic androgenic steroids (AAS) are synthetic compounds derived from testosterone. They
have effects that intensify a fabric construction and as masculine characteristics. In search of
increased strength, body mass gain and aesthetic appeal, these substances are used
indiscriminately by adolescents and athletes in high-performance sports. However, growing
evidence suggests that these drugs bring undesirable side effects, such as loss of impulse control
and increased aggressiveness and violence. The involvement of serotonin (5-HT, 5-
hydroxytryptamine) with aggressive behavior of great relevance. In the first step of kynurenine
pathway (KP), an IDO (indoleamine 2,3 dioxygenase) enzyme has a function of regulating a
conversion ratio of TRP (tryptophan) to quinurenine (QUIN). An increase in enzyme activity
may result in the reduction of TRP and increase QUIN, with consequent reduction of 5-HT and
increase of other metabolites such as quinolic acid (AQ) that has a toxic effect on the central
nervous system (CNS), causing inflammations. (1-methyltryptophan) is able to revert the
behavioral and neurochemical effects caused by treatment with Stanozolol (50mg/ kg / day) in

mice.

Keywords: Aggressiveness, anabolic androgenic steroid, indoleamine 2,3-dioxygenase,

stanozolol, 1-methyltrytophan.
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1 INTRODUCAO

Os esteroides androgénicos anabolicos (EAA) sdo compostos sintéticos derivados da
testosterona. A ligagdo da testosterona em receptores de androgenos, tem efeitos anabdlicos
(construcéo de tecidos) e androgénicos (caracteristicas masculinas) (BHASIN et al., 1996),
também promovem a sintese proteica pelo processo de transcricdo, limitando o catabolismo
proteico devido a acdo do antagonista de glicocorticoides (KERSEY et al., 2012). Do ponto
de vista clinico, sdo comumente prescritos em baixas dosagens para o tratamento de varias
desordens, tais como as sindromes de deficiéncia androgénica (CONWAY et al., 2000),
catabolismo relacionado a caquexia no cancer (LANGER et al., 2001), disfuncdes

metabdlicas induzidas por queimadura grave (HART et al., 2001).

Estanozolol (EST) é um derivado alquilado 17a-sintética de testosterona, que apresenta
uma maior poténcia anabdlica e uma degradacdo hepatica mais lenta do que a testosterona
(NASROLLAH & SHAHIDI, 2001). Devido ao EST ndo promover aromatizagcdo e nem
retencdo hidrica, seu uso é muito comum por fisiculturistas em periodos proximos a
competi¢cdo, com o intuito de adquirir densidade muscular sem correr o risco de acumular
liquidos (SANTO, 2006). Segundo SILVA & MOREAU (2003) no Brasil a pratica de
musculacgao tornou-se padrdo cultural entre os jovens. A partir da década de 80 este EAA
incidiu entre os esportes de alto rendimento, sendo utilizado indiscriminadamente por atletas
e até mesmo por jovens praticantes de musculacdo, que desejam ganhos de forca e
resisténcia, promocéo da autoestima e para fins estético (TUCCl et al., 2012; EATON et al.,
2012; HARMER, 2010). Consequentemente, hd uma grande ocorréncia de efeitos colaterais
com usuarios de EAAs, como problemas cardiovasculares e hepéticos, disfun¢do gonadal e
desenvolvimento de acne (CHARLOTTE et al., 2003). Além de efeitos fisicos, 0 uso abusivo
de EAAs trazem diferentes alteracdes psiquiatricas secundarias de alteracdo humoral, tais
como euforia, aumento da autoestima, transtorno explosivo intermitente e aumento da
violéncia (THIBLIN, I. & PARLKLO, T., 2003).

O comportamento agressivo esta associado a disfungdes do sistema serotonergico (SEO
et al., 2008). A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) é o neurotransmissor mais estudado
no controle de formas patoldgicas do comportamento agressivo (TAKAHASHI et al., 2011).
Quando o triptofano (TRP) é degradado na via da quinureninas (VQ), os seus produtos sdo
5-HT e &cido quinolinico (AQ) (SCHWARCZ et al., 2012). A enzima indoleamina 2,3-
dioxigenase (IDO) tem funcéo de regular o primeiro passo da VQ, que consiste na conversao



de TRP em quinurenina (QUIN), um aumento na atividade desta enzima pode resultar na
reducdo de TRP e aumentar QUIN, com consequente reducdo de 5-HT (COCCARO et al.,
2015). Disturbios psiquiatricos e neurodegenerativos estdo associados a desregulagédo da VQ,
resultando em baixa ou alta producdo de seus metabolitos ativos (CORNAI et al, 2011;
SCHWARCZ et al.,, 2012). Geralmente, a menor atividade de 5-HT estd ligada ao
comportamento agressivo (COMAI et al., 2016). Estudos mostraram consistentemente que
0s EAAs aumentam a agressividade em modelos animais (MELLONI & RICCI, 2010;
ROBINSON et al., 2012; KALININE et al., 2014).

Este estudo avaliou a hipotese de que o 1-MT (inibidor competitivo de IDO), possui
efeito anti-agressivo e capacidade de reverter as alteragbes neuroquimicas e
comportamentais possivelmente causadas pelo tratamento com o EST em camundongos.
Assim, avaliou-se 0 comportamento agressivo através do teste Intruso-residente e atividade
locomotora em teste de campo aberto. Além disso, verificou-se as alteragcdes neuroquimicas
mensurando os niveis de TRP, QUIN, AQ, 5-HT, &cido hidroxiindoleacético (5-HIAA), a
relacdo TRP / QUIN, 5-HIAA /5-HT e atividade enzimatica IDO no cortéx pré-frontal (CPF)
e no hipocampo (HIPP).



2 METODOLOGIA

2.1 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos C57BL / 6 machos (25-35
g, 3-6 meses de idade). Os animais foram mantidos a 22-25°C com acesso livre a dgua e aos
alimentos, sob um ciclo claro / escuro de 12:12 h, com luzes acesas as 7:00 da manha. Todos
os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e reduzir o nimero de
animais utilizados. As manipulacdes experimentais foram realizadas durante a fase de luz do
dia. Os procedimentos deste estudo foram conduzidos de acordo com as diretrizes do Comité
de Cuidados e Uso de Recursos de Animais Experimentais e com a aprovagdo do Comité
Etico de Uso Animal (Protocolo CEUA n° 002/2015) da Universidade Federal de Pampa.

2.2 Reagentes
Todos os reagentes utilizados neste estudo foram adquiridos na Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, EUA).

2.3 Desenho experimental e administracdo de farmacos

As gaiolas dos camundongos foram alocadas em um dos seguintes grupos; Residente ou
intruso. As gaiolas de camundongos residentes foram atribuidas aos grupos de tratamento.
Os animais receberam injecdes subcutaneas diarias de EST (50 mg / kg / dia, em um volume
de 1 ml / kg, dissolvido em 6leo de milho) durante 14 dias. Todos os camundongos deste
estudo foram alocados individualmente, esta estratégia evita que os camundongos intrusos
estabelecam a dominéncia social sobre os camundongos residentes antes do teste do intruso.
A dose e o regime de tratamento basearam-se no trabalho publicados anteriormente de LE
GREVES et al. (1997). Todos os experimentos comportamentais foram conduzidos durante
a fase clara, das 9h as 15h, enquanto que a administracdo de EST foi das 15h as 16h. Assim,
a ultima injecdo foi realizada no dia anterior as experiéncias comportamentais e
neuroquimicas.

O 1-metil-triptofano (inibidor de IDO, 1-MT) foi dissolvido em solucdo salinaa 0,9% e
administrado por via intraperitoneal (i.p.), utilizando um Unico volume de inje¢cdo de 10 ml /
kg. O tempo de concentragdo méxima (60 min) no cérebro de camundongos apds a
administracdo de 1-MT foi escolhido com base no trabalho de KOTERMANSKI et al.



(1993). O tempo e o regime de dose de 1-MT (1 mg/kg) foram baseados em trabalhos
anteriores publicados de SOUZA et al. (2016).

Figura 1 — Delineamento experimental.
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2.4 Teste em campo aberto

Os animais (n = 6 por grupo) foram testados quanto a atividade espontanea e locomotora
utilizando um aparelho de caixa preta 50 cm x 50 cm x 50 cm. Os experimentos foram
conduzidos em uma sala com som atenuado sob luz de baixa intensidade (12 1x). Os animais
foram colocados no canto direito da arena e a atividade locomotora foi registada com uma
camera de video durante 10 minutos (PRUT & BELZUNG, 2003). Todas as anélises foram
realizadas utilizando um sistema de rastreio operado por computador (Any-maze, Stoelting,
Woods Dale, IL). Adicionalmente, o grupo STA +1-MT e veiculo + 1-MT receberam uma
injecdo i.p de 1-MT, 60 minutos antes do teste de campo aberto conforme o trabalho de
KOTERMANSKI et al. (2013)

2.5 Teste do intruso residente

Neste teste, 0 comportamento agressivo € testado introduzindo um camundongo intruso
na gaiola de um residente. Como esperado, 0s moradores sdo tipicamente mais agressivos
porque estdo familiarizados com o meio ambiente e estdo defendendo seu territério de origem
(NELSON & TRAINOR, 2007). No caso do camundongo intruso atacar primeiro o residente
ou apresentar um perfil ofensivo exacerbado, ambos os animais foram excluidos da anélise
e ndo foram novamente testados. Assim, todos os residentes que atacam o intruso foram

considerados dominantes. O teste foi realizado durante a fase de luz, no conceito proposto



de que as fases claras ou escuras produzem resultados confidveis nos testes de
comportamento social (YANG et al., 2008).

Dois dias antes do teste do intruso, a serragem das gaiolas dos camundongos residentes
ndo foram alteradas para que os animais estabelecessem territorialidade dentro da sua gaiola
domeéstica. O intervalo de tempo entre cada teste em animais foi de 15 min, incluindo a
primeira habituagdo de 2 min. As observagdes de status dominante e subordinado, laténcia
ao primeiro ataque agressivo e o numero de ataques do residente para o intruso foram
registrados durante um periodo de 10 minutos maximo. Neste trabalho, um ataque foi
definido como um ataque de atividade (luta) que dura até varios segundos, no qual o
camundongo residente morde o intruso pelo menos uma vez. Os comportamentos avaliados
que podem ser exibidos por camundongos consistem em um ataque de um lado fixo, ataque
frontal, perseguicéo, lutar, lunge ou boxe infligido pelo morador contra o intruso. Estes

componentes foram entdo registados como o nimero de atos agressivos.

Os intrusos néo receberam qualquer tratamento e foram alojados em gaiolas juntamente
com outros intrusos, diferentemente dos residentes que foram alocados individualmente. Por
razdes éticas, todos os camundongos foram submetidos somente uma vez ao teste e se 0
comportamento agressivo colocou os animais em risco de lesdes como sangue ou sofrimento
o teste foi interrompido antes da duragdo maxima do teste de 10 minutos (DEFENSOR et
al., 2012).

2.6 Biomarcadores de alteragdes hormonais e neuroquimicas: Analise das
concentracdes de 5-HT, 5-HIAA, TRP, QUIN e AQ por cromatografia liquida de alta
resolucéo (CLAR)

Os niveis de 5-HT, 5-HIAA, TRP, QUIN e AQ foram mensurados em amostras do
cortex pré-frontal e hipocampo através da CLAR. A fase mdvel continha 50 nM de &cido
acético glacial, 100 mM de acetato de zinco e 3% de acetonitrilo dissolvido em agua
NANOpure duplamente desidratada CLAR de grau H20. O pH foi ajustado para 4,9,
utilizando NaOH 5M. O tecido do hipocampo foi sonicado em 1 ml de fase mével contendo
7% de acido perclorico com 50 ng / 20 ul de N-metil 5-HT como padréo interno. Os
homogenatos de hipocampo foram centrifugados a 20.000 rpm durante 20 min e 0s
sobrenadantes foram colocados em novos tubos eppendorf, utilizando uma seringa equipada
com um filtro de 0,45 pum (phenomenex). Injetaram-se 20 pl do sobrenadante filtrado

utilizando um auto-amostrador Waters e uma coluna analitica de fase inversa (coluna



Kinetex ™ Core Shell Technology com area especifica de 4,6 mm e tamanho de particula de
2,6 ul de Phenomenex) para separacdo de metabolitos. Um detector PDA-UV (Shimadzu
SPD-M10A VP), calibrado para integrar a 230 e 250 nm, bem como um detector fluorescente
(detector de fluorescéncia Shimadzu RF-20A XS), ajustado para comprimento de onda de
excitacdo de 254 nm; Comprimento de onda de emissdo 404 nm, foram utilizados para
detectar os metabolitos. Cromatografos foram gerados pelo software CLASSVP (Shimadzu).

Os resultados sao expressos como nmol / h / mg de proteina.

2.7 Determinacéo da atividade 1DO

A atividade IDO foi determinada como descrito anteriormente, com pequenas
modificagbes (ZWILLING et al.,2011). Para determinar atividade de IDO, incubou-se
homogenato de hipocampo e cortex pré-frontal de camundongos (50 pl) com 200 pl de
tampéo de ensaio (400 mM de L-triptofano, 20 mM de ascorbato, 10 uM de azul de metileno,
100 pg de catalase em 50 mM de fosfato de potassio Tampao pH 6,5) a 37 °C durante 1 h.
Parou-se a reacdo por adicdo de 50 ul de solugao de acido sulfosalicilico a 10% (SSA) ¢
depois incubou-se durante mais 30 minutos a 50 °C para hidrolisar a N-formilcinurenina em
L-cinurenina. A mistura reacional foi entdo centrifugada a 13 000 g durante 10 mina4°Ce
filtrada através de tubos de filtro 0,2 mM a 13 000 g durante 5 min. QUIN foi analisado por
CLAR, como descrito por FILHO et al. (2016). Os resultados sdo expressos como nmol
QUIN / h / mg de proteina.

2.8 Ensaio de corticosterona sérica

O sangue foi coletado em gelo e separado numa centrifuga refrigerada a 4 °C (4000 g
durante 10 min). O plasma foi armazenado a -20 °C até os ensaios serem realizados. Os niveis
séricos de corticosterona foram medidos utilizando um kit comercial baseado no ensaio
imunoenzimatico (FILHO, et al., 2016). Os niveis plasmaticos de corticosterona foram

expressos em nmolg / ml.

2. 9 Analise estatistica
A distribuicé@o de dados foi verificada pela aplicagao do teste de Kolmogorov-Smirnov.
Os resultados sdo apresentados como médias = meio de erro padrdo (SEM). As comparacgdes

entre os grupos experimental e de controle foram realizadas por andlise de variancia



unidirecional (ANOVA), seguida pelo teste Tukey post hoc ou ANOVA bidirecional,
seguido do teste post hoc de Bonferroni, quando apropriado. Um valor de P <0,05 foi
considerado como estatisticamente significante. Todos os testes foram realizados utilizando
o software GraphPad 5.0 (San Diego, California, EUA).

3. APRESENTACAO DA PESQUISA E ANALISE DOS RESULTADOS

3.1 Avaliacdo comportamental no Teste intruso-residente

A ANOVA de duas vias mostrou efeito principal significativo para uma interagdo STA
[F (1,32) = 9,62, p <0,01], 1-MT [F (3,32) = 3,05, p <0, 05]) = 5,89, p <0,002] na laténcia
de ataque (Fig. 2A).

Figura 2A — Laténcia dos ataques no teste Intruso-residente. *Comparacao do grupo Controle
+ 1MT com Controle no p<0.05. **Comparacdo do grupo STA + Controle com Controle +

Controle no p<0.01. # Comparacao do grupo STA + 1-MT com STA+ Controle no p<0.05.
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A administracdo de 1MT impediu um aumento do numero de ataque em relacéo ao controle
(Fig. 2B).



Figura 2B — NUmero de ataques no teste Intruso-residente. *Compara¢do do grupo Controle
+ 1MT com Controle no p<0.05. **Comparacdo do grupo STA + Controle com Controle +

Controle no p<0.01. # Comparacdo do grupo STA + 1-MT com STA+ Controle no p<0.05.
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3.2 Avaliagéo locomotora em teste de campo aberto

A fig. 2C mostra o efeito dos tratamentos STA e 1-MT sobre o desempenho no teste de
campo aberto. A ANOVA de duas vias revelou que a distancia total neste teste ndo se alterou
em todos os grupos: STA (F (1,36) = 1,57, p <0,22), 1-MT (F (1,36) = 0,05, p < 0,95). Diante
deste teste pode ser possivel notar que os tratamentos (STA e 1-MT) ndo causam excitacao

ou sedacdo em animais.

Figura 1C — Atividade locomotora no teste de campo aberto.
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3.3 Determinacéo no hipocampo e cortex pré-frontal

O teste de Newman-Keuls reavaliou que o EST induziu uma diminuicdo significativa
nos niveis 5HT e 5-HIAA (Fig. 3A, 3B, 3D e 3E) no hipocampo e cértex pré-frontal em
comparagdo com o grupo controle. O tratamento com 1-MT ndo promoveu a prevencao da
diminuicdo dos niveis de 5HT e 5-HIAA no hipocampo e no cortex pré-frontal ocasionados
pelo EST quando comparado ao grupo controle. A relagdo 5-HIAA / 5-HT foi aumentada
nos grupos STA e STA + 1MT no cortex pré-frontal (Fig. 3F).

Figura 3A — Niveis de 5-HT no hipocampo. **Compara¢do dos grupos STA + Controle e
STA + 1-MT com Controle + Controle no p<0.01.
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Figura 3B — Niveis de &cido 5-HIAA no hipocampo. **Compara¢do dos grupos STA +

Controle e STA + 1-MT com Controle + Controle no p<0.01.
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Figura 3C — Relagdo 5-HIAA / 5-HT no hipocampo.

c
0E -
e 0 —
[

}:E 044 A é
Lo
m‘ 02_ L

on T - T

é_\c&iﬁ R@ ﬁ:\}ﬂ x@

Figura 3D — Niveis de 5-HT no cortex pré-frontal. **Comparacdo dos grupos STA +

Controle e STA + 1-MT com Controle + Controle no p<0.01.
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Figura 3E — Niveis de 5-HIAA no cortex pré-frontal. **Comparacdo dos grupos STA +
Controle e STA + 1-MT com Controle + Controle no p<0.01.
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Figura 3F — Relacdo 5-HIAA / 5-HT no cortex pré-frontal. *Comparacgdo do grupo STA +
1MT e STA + Controle com Controle no p<0.05.
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Os resultados do teste de Newman-Keuls demonstraram que o grupo STA teve um
aumento significativo nos niveis de TRP e QUIN no cortex pré-frontal e no em comparacao
com o grupo controle. O tratamento com 1-MT reverteu a elevacao dos niveis de TRP e

QUIN no hipocampo e no cortex pré-frontal resultante do tratamento com STA (Fig. 4A, 4B,
4C, 4D, 4E, 4F).

Figura 4A — Niveis de triptofano no hipocampo. **Comparacdo do grupo STA + Controle
com Controle + Controle no p<0.01. #Comparacdo do grupo STA + 1-MT com STA +
Controle no <0.05.
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Figura 4B — Niveis de QUIN no hipocampo. **Comparacao dos grupos Controle + 1-MT e
STA + Controle com Controle + Controle no p<0.01. #Comparac¢éo do grupo STA + 1-MT
com STA + Veiculo no p<0.05.
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Figura 4C — Relagdo QUIN / TRP no hipocampo. **Comparagao dos grupos Controle + 1-
MT e STA + Controle com Controle + Controle no p<0.01. #Comparacédo do grupo STA +
1-MT com STA + Controle no p<0.05.
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Figura 4D — Niveis de triptofano no cértex pré-frontal. **Comparacdo do grupo STA +
Controle com Controle + Controle no p<0.01. #Comparac¢do do grupo STA + 1-MT com

STA + Controle no p<0.05.
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Figura 4E — Niveis de QUIN no cértex pré-frontal. **Comparacéao dos grupos Controle + 1-
MT e STA + Controle com Controle + Controle no p<0.01. #Comparagdo do grupo STA +

1-MT com STA + Controle no p<0.05.
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Figura 4F — Relacdo QUIN / TRP no cértex pré-frontal. *Comparacdo do grupo Controle +
1-MT com Controle + Controle no p<0.05. **Comparacéo do grupo STA + Controle com

Controle + Controle no p<0.01. #Comparagéo do grupo STA + 1-MT com STA + Controle
no p<0.05.
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O teste post hoc mostrou que o grupo STA teve um aumento significativo na atividade
de IDO no hipocampo e no cortex pré-frontal em comparacdo com o grupo controle. O
tratamento com 1-MT (inibidor de IDO) atenuou 0 aumento da atividade IDO no hipocampo

e no cortex pré-frontal resultante do tratamento com EST (Figuras 5A e 5B).

Figura 5A — Atividade de IDO no hipocampo. *Comparacdo do grupo Controle + 1-MT com
Controle + Controle no p<0.05. **Comparacgéo do grupo STA + Controle com Controle +
Controle no p<0.01. #Comparacao do grupo STA + 1-MT com STA + Controle no p<0.05.
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Figura 5B — Atividade de IDO no cértex pré-frontal. *Comparacdo do grupo Controle + 1-
MT com Controle + Controle no p<0.05. **Comparagdo do grupo STA + Controle com



16

Controle + Controle no p<0.01. #Comparagdo do grupo STA + 1-MT com STA + Controle
no p<0.05.
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A ANOVA bidirecional dos niveis de AQ no hipocampo e no cortex pré-frontal
demonstrou uma significativa interagdo STA X 1mt (F1.16 = 10,13; p <0,01) e um efeito
significativo no grupo STA (F1,16 = 24,12; p <0,001) e 1 -MT (F1.16 = 44,12, p @ 0,01).
As comparag0es post hoc revelaram que a EST diminuiu significativamente os niveis de AQ
no hipocampo e no coértex pré-frontal de camundongos em compara¢do com 0 grupo de
controlo. O tratamento com 1-MT impediu 0 aumento dos niveis de AQ causados por EST
(Fig. 6A e 6B).

Figura 6A — Niveis de &cido quinolico no hipocampo. *Comparacao do grupo Controle + 1-
MT com Controle + Controle no p<0.05. **Comparagéo do grupo STA + Controle com
Controle + Controle no p<0.01. #Comparacdo do grupo STA + 1-MT com STA + Controle
no p<0.05.
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Figura 6B — Niveis de acido quinolico no cértex pré-frontal. *Comparagéo do grupo Controle
+ 1-MT com Controle + Controle no p<0.05. **Comparacdo do grupo STA + Controle com
Controle + Controle no p<0.01. #Comparagdo do grupo STA + 1-MT com STA + Controle
no p<0.05.
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A andlise estatistica do peso do musculo gastrocnémio revelou efeito significativo no
grupo STA (F1.16 = 47,23; p <0,001). As comparacdes post hoc demonstraram que 0 EST
aumentou significativamente o peso do musculo gastrocnémio dos camundongos em
comparagdo com o grupo de controlo. O tratamento com 1-MT ndo impediu 0 aumento do

peso do musculo gastrocnémio causado por EST (Fig. 7A).
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Figura 7A — Peso do musculo gastrocnémio. **Comparacgdo dos grupos STA + Controle e

STA + 1-MT com o grupo Controle + Controle no p<0.01.
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Os niveis de corticosterona aumentaram no grupo STA quando comparados com 0

controle (veiculo / veiculo). No grupo 1-MT, o tratamento inverte este aumento no plasma

(Fig. 7B).

Figura 7B — Niveis de corticosterona no sangue. **Compara¢do do grupo STA + Controle
com Controle + Controle no p<0.01. #**Comparacao do grupo STA + 1-MT com STA +

Veiculo e Veiculo + Veiculo no p<0.05.
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3. 4 Discussao

Os resultados obtidos neste estudo, revelaram que quando comparado ao grupo controle,
o tratamento com EST aumentou a atividade de IDO e os niveis de TRP, QUIN, AQ no CPF
e HIPP. Mas ainda, diminuiu os niveis de 5-HIAA, 5-HT. Estes dados estdo de acordo com
os resultados obtidos por TUCCI, et al (2012), que relataram que ratos tratados com EST
apresentaram mudancas comportamentais e bioquimicas, comprovando que o uso abusivo
deste anabolizante afeta consideravelmente as monoaminas cerebrais em diferentes areas do
cérebro. Além disso, a injecdo i.p de 1-MT demonstrou-se eficaz na prevencao de algumas
destas alteracdes neuroquimicas, sendo capaz de restaurar no HIPP e CPF a atividade IDO,
os niveis de QUIN, TRP e AQ, a relacdo QUIN / TRP, juntamente com a diminuicdo do

namero de ataques no teste do Intruso-residente.

O presente estudo demonstrou que os camundongos tratados com EST na dosagem de
50mg/ kg/ dia, apresentaram comportamento agressivo no teste Intruso-residente. Este
modelo descreve efetivamente 0os mecanismos comportamentais de a¢do de varias drogas
com acOes agressivas e anti-agressivas (OLIVIER & YOUNG, 2002). O grupo STA +
Controle mostrou um aumento no nimero de ataques e uma reducéo na laténcia dos ataques
quando comparado ao grupo controle. Segundo LUMIA & MCGINNIS (2010) os indices de
respostas agressivas dependem de varios fatores, como o contexto ambiental, o sexo do
animal, a idade do animal residente e do intruso, a provocacao fisica e o tipo de EAA
administrado. Alem disso, os estudos com camundongos machos tratados com EAA
mostraram uma predisposic¢ao diferente para agressdo quando testados em trés ambientes
diferentes (gaiola doméstica, gaiola oposta e gaiola neutra) (LUMIA et al., 1994; BREUER
etal., 2001; FARRELL & MCGINNIS, 2003). Camundongos adultos machos tratados com
doses suprafisiologicas de EAA sdo menos agressivos em gaiolas neutras ou opostas
enquanto que em sua gaiola doméstica sdo mais agressivos em relacdo ao seu intruso
(BREUER et al., 2001; FARRELL & MCGINNIS, 2003).

Com base nisso, sugerimos que o elevado nimero de ataques no grupo STA+ Controle
estd associado ao comportamento dominante em sua gaiola doméstica, ja& que 0s
camundongos tendem a defender seu territdrio. Presumimos que a baixa laténcia de ataques
pode ser devido aos intrusos serem mais jovens que 0s residentes, por esta razdo tendem a
néo oferecer resisténcia aos ataques dos residentes. Entdo, havendo uma submissao por parte

do intruso, o combate ndo é continuado. Para excluir um possivel efeito psicoestimulante da
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administracdo de EST e 1-MT, empregou-se o teste em campo aberto para mostrar que a 1-
MT ndo aumentou a atividade locomotora, demonstrando que o tratamento com EST e 1-MT

ndo causou excitacdo ou sedacdo nos animais.

A enzima Indoleamina 2,3-dioxigenase tem por funcdo, catalisar o passo de limitacdo
de velocidade na degradacdo do TRP na VQ, processando-o para produzir metabolitos
neuroactivos tais como 5-HT e AQ que estdo implicados no desenvolvimento de sintomas
agressivos (SALAZAR et al.,, 2012; COCCARO et al.,, 2015). Neste experimento, foi
demonstrado que o grupo STA + Controle teve um aumento na atividade de I1DO,
consequentemente aumentaram os niveis de QUIN e a razdo QUIN / TRP, seguidos por
aumento na concentracao e disponibilidade de TRP no cortex pré-frontal e hipocampo dos
camundongos. Estes dados sdo controversos e vao contra a hip6tese de que o aumento da
atividade de IDO reduz a biodisponibilidade de TRP & sintese de 5-HT, como ja descrito por
SOUZA et al. (2016). No entanto, outros estudos clinicos relataram que a degradacdo do
TRP leva a uma deficiéncia do sistema serotonérgico que pode influenciar os sintomas
cognitivos de doencas psiquiatricas (PORTER et al., 2000; 2003).

Para determinar o papel da IDO mediado as alteracdes comportamentais induzidas por
EST, administrou-se o inibidor de IDO 1-MT (i.p.) utilizando um Gnico volume de injecdo
de 10 ml / kg. Revelando que o bloqueio farmacolégico da ativacdo de IDO com 1-MT,
impediu o desenvolvimento de comportamento agressivo em camundongos tratados com
EST. Ainda, demonstramos que o tratamento com 1-MT recuperou a atividade IDO, a
relacdo QUIN / TRP e os niveis de QUIN e AQ no CPF e HIPP de camundongos tratados
com EST. Um achado interessante do presente estudo foi que o tratamento com 1-MT ndo
conseguiu prevenir as alteracbes de 5-HT associadas com EST em HIPP e CPF.
Evidenciando que o comportamento agressivo esta ligado a producéo de QUIN e dos seus

subsequentes metabolitos neurotdxicos, do que ao comprometimento da sintese de 5-HT.

Como visto anteriormente, a alta atividade de IDO aumenta a degradacdo de TRP na
VQ, produzindo mais metabdlitos toxicos, tais como AQ. Segundo VANDRESEN-FILHO
(2015) o AQ em altas concentracdes pode ser tdxico para o sistema nervoso central (SNC).
Os complexos mecanismos de acdo do AQ envolvem eventos inflamatorios, geracdo de
radicais livres e resposta microglial (FORREST et al., 2013). Durante a neuroinflamacdo o
AQ é produzido e liberado pela infiltracdo de macréfagos e microglia ativa, aumentando o
dano celular em condi¢des patoldgicas. Niveis aumentados de AQ podem induzir a secrecéo
da fator de necrose tumoral (TNF-a), esta substancia desempenha um papel central no dano
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neuronal por efeitos tais como estimulagéo de radicais livres e neurotoxicidade mediada por
glutamato (KALONIA et al., 2012). A producdo de citocinas pode afetar diretamente o
sistema 5-HT (COUCH et al., 2013), a diminuicdo da funcdo 5-HT pré-sinaptica como
mecanismo para mudancas comportamentais é consistente, incluindo evidéncias de que 0s
estimulos proinflamatérios aumentam a expressdo do transportador 5-HT, reduzindo a
disponibilidade de 5-HT na sinapse (ZHU et al., 2010; JENNINGS et al.,, 2006). O
conhecimento dos mecanismos que regulam o desenvolvimento do sistema 5-HT permanece
limitado. Isto devido ao 5-HT ser alvo de muitos reguladores fisioldgicos, incluindo
esteroides (LESCH e WAIDER, 2012). Assim, as alteracdes de 5-HT em HIPP e CPF dos
camundongos tratados com EST podem ser correspondentes a elevacdo atividade de IDO,
aumentando a producdo de AQ que pode induzir a secrecdo de citocinas. Em apoio desta
hipdtese, tem sido relatado que a secrecdo de citocinas pode desempenhar um papel
importante na terminacdo da neurotransmissao serotoninérgica por captacdo de 5-HT em

neurdnios présinapticos (TSAO et al., 2006)

No presente estudo, os niveis de citocinas inflamatdrias ndo foram mensurados, mas
como ja foi observado, a alta concentracdo de AQ é tdxica para o SNC, podendo induzir a
secrecdo de TNF-a e a resposta microglial. Durante a inflamacéo, a microglia ativa induz a
producdo de mais AQ, tornando este processo um ciclo de inflamacgdo do SNC. Em contraste,
a administracdo cronica de EST aumenta a atividade IDO, aumentando assim 0s niveis de
AQ, indicando que este EAA em concentracOes elevadas pode levar a neuroinflamacao.
Assim, sugerimos que as alteracdes neurocomportamentais induzidas pelo EST nédo estéo
envolvidas com uma degradacdo aguda do TRP, mas sim com um aumento da atividade
enzimatica do IDO e dos niveis de metabolitos toxicos produzidos na VQ. Segundo TUCCI
(2012), tem sido relatado que a administracdo cronica de EST é capaz de aumentar os niveis
plasmaticos de corticosterona, indicando uma situacao de estresse ou alterages metabdlicas.
Assim, acreditamos que este EAA causa alteracdes metabolicas que geram estresse ao

organismo e isto é visto através do aumento da corticosterona.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos no presente estudo, demonstraram que o Estanozolol possui efeito
propulsor sobre a atividade de IDO e que esta atividade elevada coincide com o
comprometimento do comportamento agressivo, indicando um possivel papel chave desta
enzima em perturbacBes comportamentais agressivas. Os resultados da injecdo de 1-Metil-
Triptofano (Img / kg/ dia) indicam uma inibicdo da atividade da indoleamina 2,3-
dioxigenase, que restaurou as alteracfes neuroquimicas no cortex pré-frontal e hipocampo
de camundongos, controlando o comportamento agressivo induzido pelo tratamento com
Estanozolol (50mg / kg/ dia). Em contrapartida, o 1-Metil-Triptofano néo foi efetivo quanto
a regeneracdo dos niveis de acido 5-hidroxi-indoleacético e serotonina, tampouco a relacdo
5-HIAA / 5-HT. Evidenciando que o comportamento agressivo ndo esta associado a uma
degradacdo aguda de triptofano com consequente reducdo de serotonina, mas sim que 0
aumento da atividade IDO induzida por este anabolico, resulta na producéo elevada de acido
quindlico na via das quinureninas, provocando ciclos de inflamacdes no cortex pré-frontal e
hipocampo, ocasionando na desregulacéo do sistema serotonérgico.

Além disto, o numero de atos agressivos foi reduzido no grupo STA + 1-MT quando
comparado ao grupo STA + Veiculo, indicando que o 1-Metil-Triptofano atenuou o
comportamento agressivo nos camundongos tratados com Estanozolol. Em contrapartida, o
grupo STA + Veiculo, ndo demonstrou agressividade quanto a laténcia dos ataques, 0 que
pode estar relacionado a predominancia destes animais em suas gaiolas frente a um intruso.
Contudo, o alto nimero de atagues mostra que este EAA pode provocar transtorno explosivo
intermitente e aumento da violéncia. Portanto, € importante que futuras pesquisas realizem
experimentos englobando os testes em diferentes tipos de gaiolas, para obter resultados mais
concretos sobre 0 comportamento agressivo.

Desta forma, sugerimos que distirbios comportamentais agressivos induzidos pelo EST
sdo conduzidos pela desregulacdo da atividade IDO no cértex pré-frontal e no hipocampo de
camundongos elevando a producdo de metabdlitos toxicos ao SNC. Logo, a via das
quinureninas e processos neuroinflamatérios mostram-se alvos importantes de novas

terapéuticas no comportamento agressivo.
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