UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

DIOGO DE PAIVA PALUMBO

EFEITO DE ESTEROIDES ANABOLIZANTES ANDROGENICOS SOBRE
MEMORIA, FORCA NO EXERCICIO DE SUBIR ESCADA E ANSIEDADE

CURITIBA
2020



DIOGO DE PAIVA PALUMBO

EFEITO DE ESTEROIDES ANABOLIZANTES ANDROGENICOS SOBRE
MEMORIA, FORCA NO EXERCICIO DE SUBIR ESCADA E ANSIEDADE

Dissertacao apresentada ao curso de Pos-
Graduacédo em Educacéo Fisica, Setor de
Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal
do Parana, como requisito parcial a
obtencao do titulo de Mestre em Educacao
Fisica.

Orientador: Prof. Dr. Raul Osiecki
Coorientador: Prof. Dr. Carlos Fernando de
Mello

CURITIBA
2020



Universidade Federal do Parana

Sistema de Bibliotecas
(Giana Mara Seniski Silva — CRB/9 1406)

Palumbo, Diogo de Paiva
Efeito de esteroides anabolizantes androgénicos sobre
memoria, forga no exercicio de subir escada e ansiedade. /
Diogo de Paiva Palumbo. — Curitiba, 2020.
86 p.: il.

Orientador: Raul Osiecki
Coorientador: Carlos Fernando de Mello

Dissertacao (mestrado) - Universidade Federal do
Parana, Setor de Ciéncias Biologicas. Programa de Pos-
Graduagao em Educacao Fisica.

1. Esteroides anabdlicos. 2. Decanoato de nandrolona. 3.
Memoria. 4. Ansiedade. 5. Forga muscular. |. Titulo II.
Osiecki, Raul, 1965-. lll. Mello, Carlos Fernando de. IV.
Universidade Federal do Parana. Setor de Ciéncias
Biologicas. Programa de Pds-Graduagao em Educagéao
Fisica.

CDD (22. ed.) 572.579




MINISTERIO DA EDUCACAC

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAQ

ORIV ERSTOADR FEDERAL BO PARANA PROGRAMA DE POS-GRADUAGAQ EDUCAGAO FISICA -
40001016047P0

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduacéo em EDUCAGAO
FISICA da Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguicéo da Dissertagdo de Mestrado de
DIOGO DE PAIVA PALUMBO, intitulada: "EFEITO DE ESTEROIDES ANABOLIZANTES
ANDROGENICOS SOBRE MEMORIA, FORCA NO EXERCICIO DE SUBIR ESCADA E ANSIEDADE",
sob orientacdo do Prof. Dr. RAUL OSIECKI, apés terem inquirido o aluno e realizado a avaliagao do trabalho, séo de
parecer pela sua APROVAGAO no rito de defesa.

A outorga do titulo de Mestre esta sujeita & homologag&o pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagdes e
corregbes solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pos-

Graduacéo.
Curitiba, 27 de E iro de 2020. q
Y)&/f&&: ‘ %2/%/ ‘
RAUL OSIECKI PAULO CESAR BARAUGE BENTO
a Banca Examinadora Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)
CARLOS FERN M 7’30\&9!{/‘4)'\/
Coorientadar - Avaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CRISTINA APARECIDA JARK STERN
MARIA) Avaliader Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - UFPR)

NovoEdlﬂclo do Departamento de Educagéo Fisica - Camhus Cémro Politécnico - Curitiba - Parana - Brasil
CEP 81531-980 - Tel: (41) 3361-3072 - E-mail: pgedf@ufpr.br




Aos meus pais Paulo Afonso Palumbo e Ligia Maria de Paiva Palumbo, que

foram os melhores mestres que eu poderia ter, dedico.



AGRADECIMENTOS

Sempre tive em minha casa pessoas incriveis que me inspiraram a buscar o
melhor que eu poderia ser. Meus pais sempre foram figuras admiradoras que me
ensinaram valores mais importante que qualquer conhecimento que eu possa adquirir
em todos meus futuros anos de estudo. Se cheguei até aqui, foi por muito amor,
dedicagdo e trabalho pelo qual puderam me proporcionar fazer um curso de
graduacgéo e pos-graduagao a novecentos quildbmetros de minha terra natal. Agradeco
a vocés meus pais, por me ensinarem o trabalho, dedicagao, humildade, honestidade
e tantos outros valores que terei para a minha vida inteira. Meus agradecimentos
Paulo Afonso e Ligia Maria, eu amo muito vocés!

Agradeco ao meu orientador Raul Osiecki por todas as conversas sobre
fisiologia ao final das aulas de graduacgao e por toda atengao recebida ao expor minhas
ideias, o qual foi determinante pelo meu interesse pela ciéncia. Muito obrigado pela
oportunidade que me deu de poder ingressar na pds-graduacao e contribuir pela
pesquisa dentro de seu grupo de pesquisa, e por fim e ndo menos importante, muito
obrigado por ter confiado no meu potencial bem como ter me indicado para poder
fazer a parceria o com o professor Carlos Mello.

Agradecgo imensamente meu coorientador, amigo e praticamente segundo pai,
Carlos Fernando de Mello, vocé quem me ensinou a fazer ciéncia, me ensinou a
realizar os questionamentos corretos, me ensinou a ter pensamento critico cientifico
e até virar um chato da metodologia. Obrigado por todo imenso apoio ao meu
crescimento cientifico que vocé me proporcionou, € se ndo bastasse isto, ainda é
pequeno em comparagao a todas as outras coisas que eu preciso agradecer a vocé.
Agradecgo imensamente por toda a parceria, carinho e imensa amizade. Penso eu que
vocé é uma das pessoas muito especiais que a vida coloca no nosso caminho para
podermos aprender imensamente. E eu sé tenho que agradecer a vida por ter me
proporcionado uma pessoa como vocé no meu caminho, um coorientador que virou
meu grande amigo e até meu segundo pai em Santa Maria. Sou eternamente grato
pela oportunidade, pela segunda familia em Santa Maria, amizade e noites vendo
filmes e tomando vinho. Dando risadas e falando bobagens junto a um pouco de
ciéncia.

Agradeco a todos meus amigos que o CEPEFIS me deu, todos foram

determinantes na minha trajetéria como mestrando, meus agradecimentos ao Alysson



Enes, meu amigo e companheiro de empreitada de inicio de laboratoério. Ao Danilo
Leonel Alves, amigo que tanto me ajudou nesse caminho de mestrado, por todos
textos corrigidos, duvidas tiradas, muito do que eu evoluo eu devo a vocé. Meus
agradecimentos ao José Moiano e Gustavo Oneda por toda amizade e parceria que
sei que vou levar para o resto da vida. E claro, todos os outros integrantes do
CEPEFIS os quais puderam me acompanhar nestes dois anos.

Meus agradecimentos aos integrantes do LabNeuro, Felipe, Fernanda e
Micheli, os quais me receberam de muito carinho e sempre me ajudaram em todos
meus meses por Santa Maria. E claro, principalmente a Bruna Girardi por toda a
amizade feita, por todas corregdes realizadas, por toda ajuda que me proporcionou.
Tenha certeza de que vocé tem uma grande parcela em todo meu trabalho realizado
até aqui, sou muito grato por tudo que me ajudou.

Agradeco ao professor Adair Roberto Soares dos Santos do programa de pos-
graduagdo em Neurociéncias por deixar que parte dos experimentos deste trabalho
fossem conduzidos em seu laboratério na UFSC.

Agradeco a meu professor de biologia do ensino médio, Dinho, o qual
despertou-me o interesse pela area bioldgica, principalmente fisiologia e neurologia.
Obrigado pelas conversas sobre os temas supracitados e aulas incriveis as quais me
despertaram a curiosidade de estudar sempre mais, e isto me ajudou a chegar até a
este trabalho de dissertagdo. Fico imensamente agradecido por todos quildmetros
viajados longe de casa, conheci pessoas incriveis, vivi histérias extraordinarias desde
que sai de Minas Gerais, sou grato por todas pessoas que me ajudaram a vive-las.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de

Financiamento 001.



“A ciéncia nao se faz sozinha”

(I. Tessele)

Penso que por isso tive tantas pessoas incriveis que

me ajudaram a chegar até aqui...



RESUMO

A decanoato de nandrolona (DN) € um hormdnio derivado da testosterona e seus
derivados. Além disto, estudos mostram que a administracdo de DN pode prejudicar
tarefas de memoria em roedores e sobrevida neuronal em cultura de células nervosas.
Entretanto, o mecanismo com que a DN pode induzir estes efeitos deletérios
permanece desconhecido. Por esta razdo o objetivo do nosso trabalho foi investigar o
efeito da administracdo prolongada DN sobre a memoaria, além de investigar o
envolvimento do receptor N-metil-D-Aspartato (NMDA) no efeito deletério induzido
pelo DN. Para tal, foram utilizados camundongos Swiss machos de 25-35gr os quais
foram administrados de forma prolongada durante 19 dias com DN (5, 15 ou 50 mg/kg,
s.c.) foi verificada a performance no teste de memaria de reconhecimento de objetos,
parametros de ansiedade no labirinto em cruz elevada, alteracbes na atividade
locomotora no teste de campo aberto e, por fim, alteragdes na forca muscular no
aparato de subida de escada. Para verificar o envolvimento do receptor NMDA,
subunidade GIuN2B, no efeito induzido pela DN, foram utilizados moduladores
alostéricos positivos e negativos (espermina e ifenprodil, respectivamente). As
variaveis supracitadas foram analisadas por ANOVA de uma, duas ou trés vias
conforme necessario. Nossos resultados mostram que a administracédo de DN (5 e 15
mg/kg s.c.) apresentou prejuizo na performance do teste de reconhecimento de
objetos. Este efeito foi prevenido com a administragao de ifenprodil (0,3 mg/kg i.p.),
sugerindo um papel das subunidades GIuUN2B nos prejuizos induzidos pela DN. A
administracdo de espermina reverteu parcialmente tais efeitos, sendo possivel
especular que o sistema poliaminérgico tenha um papel nos prejuizos de memoaria da
administragcdo prolongada de DN. A administracdo de DN apresenta efeito
ansiogénico (50 mg/kg s.c.). A atividade locomotora dos animais ndo sofreu alteragbes
com todos os tratamentos farmacologicos utilizados, e por fim, a decanoato de
nandrolona ndo altera a forca maxima e massa corporal de camundongos. Em
conclusdo, a administracdo prolongada de DN causa prejuizos de memoria e
ansiedade, e ha participacdo das subunidades GIuN2B, dos receptores NMDA, nos
prejuizos de memoria. A administragao prolongada de DN n&o alterou a forga e massa

corporal de camundongos.

Palavras-chave: decanoato de nandrolona, memoria, receptor n-metil-d-
aspartato.



ABSTRACT

Nandrolone decanoate (ND) is a hormone derived from testosterone and its
derivatives. Moreover, studies show that ND administration can impairs memory tasks
in rodents and neuronal survival in cultured neurons. However, the mechanism
underlying ND-deleterious effects remains not understood. For this reason, the aim of
our study was investigated the effect of prolonged ND administration on memory, in
addition to investigating the involvement of the N-methyl-D-Aspartate (NMDA) receptor
in the ND- deleterious effect on memory. For this, male Swiss mice of 25-35 grams,
were used. They were prolonged administered for 19 days with ND (5, 15 or 50 mg/kg,
s.c.) and performance on object recognition test was verified, anxiety parameters in
the elevated plus maze, changes in locomotor activity in the open field test and, finally,
changes in muscle strength in the ladder climbing apparatus. The involvement of the
GIuN2B subunit, of NMDA receptor, on ND-induced deleterious effects on memory was
verified using positive and negative allosteric modulators (spermine and ifenprodil,
respectively). The variables described were analyzed using one, two or three-way
ANOVA as needed. Our results show that ND administration impairs performance on
object recognition test (5 and 15 mg/kg s.c.). This effect was prevented with the
administration of ifenprodil (0.3 mg/kg i.p.), suggesting a role for the GIuN2B subunits
on ND-induced impairment. The administration of spermine partially reversed these
effects, and it is possible hypothesize that the polyamine system plays a role in the
memory impairment of prolonged ND administration. The administration of ND has an
anxiogenic effect (50 mg / kg s.c.). The locomotor activity of the animals did not change
with all pharmacological treatments used, and finally, nandrolone decanoate did not
change the maximum strength and body mass of mice. In conclusion, prolonged
administration of ND induce memory impairment and anxiety, and GIuN2B subunits of
NMDA receptors plays a role in memory impairment. The prolonged administration of

ND did not alter the maximal strength and body mass of mice.

Keywords: nandrolone decanoate, n-metil-d-aspartate recpetor, memory
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1. INTRODUGAO

Esteroides anabolizantes androgénicos (EAA) sdo hormoénios lipofilicos
derivados da testosterona, que podem contribuir para o crescimento muscular e
masculinizagdo, chamados de efeitos anabdlicos e androgénicos (ELFVERSON et al.,
2011). Fisiculturistas e atletas tém utilizado EAA com a finalidade de aumento de
massa muscular com propositos de competicdo (KOURI et al., 1995). Dentre o vasto
numero de EAA existente, a decanoato de nandrolona (DN) derivada da 19-nor-
testosterona, € um dos mais utilizados no mundo (EKLOF et al., 2003; PERRY;
ANDERSEN; YATES, 1990; VERROKEN, 2001). Além disto, aplicagbes clinicas para
a prescricdo de EAA, especialmente DN, tem sido recentemente revisadas (WU;
KOVAC, 2016), se incluindo doengas com catabolismo cronico, hipogonadismo
masculino e alopecia androgénica. Entretanto, tem sido reportado efeitos deletérios
relacionados ao uso prolongado de doses supra fisiolégicas de DN no sistema nervoso
central (SNC), incluindo aumento no tamanho e reducao na conectividade funcional
da amigdala em humanos (KAUFMAN et al., 2015), e prejuizo de memoria
visuoespacial (KANAYAMA et al., 2013). Evidéncias experimentais mostram que
tanto a administragdo aguda, quanto crénica de DN causam efeitos deletérios no SNC
de roedores e cultura de neurdnios. De fato, tem sido mostrado que DN causa efeitos
deletérios no aprendizado e memdria, bem como apresenta efeito ansiogénico
(JOKSIMOVIC et al., 2019; KARAMIAN et al., 2014; KOUVELAS et al., 2008;
MAGNUSSON et al., 2009; MORADPOUR et al, 2019; ROSIC et al, 2014;
SELAKOVIC et al.,, 2017; ZAREI et al., 2018); e prejudica a sobrevida neuronal,
desencadeado eventos neurotoxicos (BRANNVALL et al., 2005; CARACI et al., 2011;
ORLANDO et al., 2007).

Os mecanismos subjacentes ao prejuizo de memaria induzido pela DN ainda
nao estdo bem descritos na literatura. Nesse sentido, a DN € um agonista do receptor
androgénico (GAO; BOHL; DALTON, 2005). De fato, a DN facilita a transcricao
(SHANG; MYERS; BROWN, 2002), e posteriormente permite a ativacao da expressao
génica regulada por tal receptor (GAO; BOHL; DALTON, 2005), desencadeando seus
efeitos anabdlicos e androgénicos. Tem sido mostrado que DN € um agonista do sitio
de ligacao dos neuroesteroides nos receptores sigma-1 (ELFVERSON et al., 2011).
Os receptores sigma-1 sdo proteinas associadas a membrana celular (SCHMIDT et
al., 2016), possuem atividade tipo chaperona (HAYASHI; SU, 2005), e podem facilitar



a ativacao de receptores N-metil-D-Aspartato (NMDAr) (PABBA; SIBILLE, 2015).
Nesse sentido, tem sido sugerido que a administracdo aguda de DN pode facilitar a
transmissao glutamatérgica mediada pelos NMDAr (ROSSBACH et al., 2007), bem
como de forma prolongada pode aumentar os niveis de glutamato através da
diminuicao de seu transportador GLT-1(KALININE et al., 2014). Um excessivo influxo
de Ca?*, mediados via NMDAr, pode desencadear a ativagdo de vias de sinalizacdo
dependentes de calcio, que estdo envolvidas em efeitos neurotdxicos, incluindo
prejuizo de memoaria e aprendizado (TRINCHESE et al., 2008; VOSLER; BRENNAN;
CHEN, 2008). Interessantemente, evidéncias mostram que o prejuizo de memoaria e
perda sinaptica em contextos neurotoxicos € mediado via ativacdo anormal dos
NMDAr (KAMENETZ et al., 2003; LO; GROSSBERG, 2011; SABATINI et al., 2007).
Portanto, é possivel que o prejuizo da memodria induzido pela administracao
prolongada de DN seja mediado via NMDAr.

As poliaminas sdo aminas alifaticas (GUGLIUCCI, 2004) que possuem carga
positiva no pH fisiolégico, e estdo presentes em altas concentragcbes no SNC
(CARTER, 1994; MORRISON et al., 1995). Evidencias eletrofisiolégicas e
neuroquimicas mostram que as poliaminas podem modular os NMDAr (IZQUIERDO;
MEDINA, 1997; MONY et al., 2009, 2011; ROCK; MACDONALD, 1992; SHIMADA et
al., 1994; WILLIAMS, 1997; WILLIAMS et al., 1991). Além disto, as poliaminas
facilitam a ligagdo do glutamato nos NMDAr, a partir da estabilizagdo do lobo inferior
do dominio N-terminal (NTD) do receptor, atuando nas interfaces dos dimeros
GIuN1/GluN2B (MONY et al, 2011). De fato, tem sido mostrado que as
administragdes sistémica (CAMERA et al., 2007), intrahipocampal , e intra-amigdala
(RUBIN et al., 2001, 2004) podem melhorar a memoaria de roedores em diferentes
tarefas. No entanto, foi sugerido que, enquanto a administracdo de PA aumenta, a
inibicdo do sistema poliaminérgico atenua o déficit de memdria induzida pela
superativagdo de NMDAr (GOMES et al., 2014). Portanto, se o prejuizo de memoria
induzido pela DN é devido a excessiva ativacdo de NMDAr, é possivel que
moduladores negativos destes receptores, especialmente ifenprodil, possam ser
utilizados para atenuar tais déficits. Apesar de ser conhecido o efeito deletério do DN
sobre tarefas de memodria, ndo estd claro se estes efeitos estdo relacionados a
ativacado excessiva de GIuN2B. Assim, esse trabalho investigara se ifenprodil, um
antagonista seletivo da subunidade GIUN2B, previne o déficit na performance do teste

de reconhecimento de objetos induzido pela administracédo de DN.
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Figura 1. Fluxograma dos mecanismos de acgado e hipoteses desta dissertacdo. Administragcao
prolongada de DN e/ou ifenprodil e/ou espermina e possiveis desfechos. DN de forma prolongada pode
aumentar a ativagdo de NMDAR que contém as subunidades GIuN2B, sendo possivel que seja
mediado via receptor androgénico. Este aumento excessivo na transmissao glutamatérgica mediada
NMDA pode desencadear um influxo anormal de Ca?*, que por sua vez recrutam calpainas, caspases
e proteases envolvidas em eventos neurodegenerativos. Por fim, tem sido mostrado que eventos
neurotdxicos podem ativar proteinas dependentes de calcio e degradar enzimas quinases envolvidas

nos processos de aprendizado e meméria. E possivel hipotetizar que antagonizando os NMDA com um



modulador alostérico negativo, ifenprodil, diminua toda a cascata neurotoxica induzida pela
administracdo prolongada de DN e, consequentemente, previna o efeito deletério na memaria. Da
mesma forma, & possivel que a administragcdo de espermina, por facilitar novamente a ativagao de

NMDAR, reverta o efeito protetor realizado pelo ifenprodil.



1.1 JUSTIFICATIVA

A decanoato de nandrolona (DN) é o um dos esteroides anabolizantes
androgénicos mais populares no mundo (Bahrke et al., 2000; Kopera, 1985; EKkIof,
Thurelius, Garle, Rane, & Sjoqvist, 2003; Verroken, 2001). Revisdes recentes
sugerem que a administragdo deste medicamento tem potencial terapéutico em
patologias como: hipogonadismo, alopecia androgénica e catabolismo crénico (Wu &
Kovac, 2016). No entanto, em 1997, estimava-se que 4-12% de jovens escolares
faziam uso de esteroides anabolizantes androgénicos, especialmente DN (Anderson
et al., 1997) de forma recreativa e ilegal. Além disto, este trabalho possui relevancia
na area de saude publica, pois ha um aumento no comércio de esteroides
anabolizantes como a testosterona, DN e estanozolol (McGannis, 2004) no Brasil para
fins ndo-terapéuticos (Evans, 2004. Tem sido mostrado que uma boa parte dos
utilizadores de EAA s&o jovens adolescentes, atletas amadores e mulheres que
buscam nos esteroides anabolizantes o fator para aumentar o desempenho na
performance fisica(GORINI et al., 2015). Adicionalmente, os esteroides anabolizantes,
como por exemplo o DN, podem induzir efeitos deletérios sobre a saude humana e
animal (Kanayama et al., 2012). Estes, afetam sistema nervoso central, causando
prejuizo de memoria, aumento da ansiedade e agressividade (Karamian et al., 2013;
Kouvelas et al., 2008; Magnusson et al., 2009; Fatemeh et al., 2017; Busardo et al.,
2015; Caraci et al., 2011; Orlando et al., 2007; Ma & Liu, 2015). Neste sentido, torna-
se importante caracterizar os efeitos neurotdxicos e comportamentais decorrentes da
administracdo prolongada de DN. Além disto, se faz necessario investigar os
mecanismos por tras destes efeitos deletérios, uma vez que tal conhecimento,
repensar a utilizacdo por parte de DN devido aos efeitos possiveis deletérios

apresentados neste trabalho.



1.2 OBJETIVOS

1.3 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da administracdo prolongada DN sobre a memoria,

ansiedade e for¢ga muscular. Além de investigar o envolvimento do receptor N-metil-
D-Aspartato (NMDA) no efeito deletério induzido pelo DN.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-

Avaliar se a administracdo prolongada, durante 19 dias, de DN altera a
memoria no teste de reconhecimento de objetos em camundongos.

Avaliar o envolvimento das subunidades GIuN2B, do receptor NMDA, sobre o
efeito da DN na performance do teste reconhecimento de objetos, através da
administragcado de um antagonista da subunidade GIuN2B, ifenprodil.

Avaliar o envolvimento da subunidade GIuN2B, do receptor NMDA, sobre o
efeito deletério do DN na performance do teste reconhecimento de objetos,
através da coadministracdo de um modulador alostérico positivo da subunidade

GIluN2B do receptor NMDA, espermina.

Avaliar se a administragao prolongada de DN altera parametros de ansiedade
de animais no labirinto em cruz elevado.

Avaliar se a administragao prolongada de DN altera a atividade locomotora dos
animais no teste de campo aberto.

Avaliar o efeito da administragcdo prolongada, durante 19 dias, de DN, sobre a

forga muscular de camundongos

Avaliar o efeito da administragédo prolongada, durante 19 dias, de DN, sobre a

massa corporal de camundongos



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ESTEROIDES ANABOLIZANTES ANDROGENICOS (EAA)

Em 1935, o descobrimento do processo para se sintetizar a testosterona
(Figura 2) a partir do colesterol foi capaz de acelerar as investigagdes cientificas sobre
os efeitos destes andrégenos (RUZICKA; WETTSTEIN; KAEGI, 1935). Por volta de
1945, devido as caracteristicas de aumento na performance induzida pelos EAA,
autores da época especularam que seria interessante assistir uma competicao
esportiva, aos quais atletas estejam utilizando doses supra fisioldgicas de testosterona
(TODD, 1987). No comeco de 1950 houve a primeira especulagdo de que a
testosterona estava sendo administrada pela selecéo soviética com finalidade de
aumento de forga, e consequentemente, performance esportiva (TODD, 1987). A
testosterona, o principal EAA produzido em homens saudaveis, € secretada nas
células de Leydig, as quais sao responsaveis por aproximadamente 95% das
concentragdes séricas totais (CENTRE; MONITORING; AGENCY, 2008). Devido a
descoberta de suas propriedades anabdlicas, a testosterona se tornou notada
principalmente pela capacidade de aumentar o tamanho muscular e forga (CHEUNG;
GROSSMANN, 2018). Entretanto, estes beneficios foram acompanhados de efeitos
masculinizantes, denominados efeitos androgénicos (KICMAN; GOWER, 2003). .

Testosterona OH

o

Figura 2. Estrutura molecular da testosterona. Adaptado de Fragkaki et al., (2009).

Enquanto isso, apesar das suspeitas de utilizagao de EAA com fins esportivos,
farmacéuticos desenvolviam analogos derivados da testosterona com finalidades

terapéuticas. Estes analogos derivados da testosterona foram criados com o objetivo



de aumentar os efeitos anabdlicos e dissocia-los dos androgénicos (KICMAN;
GOWER, 2003) e, consequentemente, aumentando sua aplicabilidade terapéutica. De
fato, nandrolona (19-nortestosterona) foi o primeiro EAA, analogo da testosterona, que
mostrou uma dissociagao satisfatoria de efeitos androgénicos e aumento dos
anabdlicos em experimento animal (HERSHBERGER; SHIPLEY; MEYER, 1953);
justificando assim seu potencial terapéutico (KRUSKEMPER, 2013). Além disto,
outros analogos da testosterona foram produzidos. Alguns destes eram derivados da
propria testosterona, e outros de metabdlitos da conversdo da testosterona em
dehidrotestosterona (DHT), pela 5a-redutase, desta forma foram criados
metandienona, oximesterona e stanozolol (BUDAVARI, 1996).

Conforme descrito anteriormente, os EAA foram produzidos inicialmente com
o objetivo de aumento do efeito anabdlico. Entretanto, apesar deste objetivo inicial a
literatura permaneceu controversa de mostrar estes efeitos no aumento de
performance durante décadas, uma vez que ensaios clinicos randomizados da época
possuiam falhas metodolégicas que inviabilizavam tais conclusbes (CHEUNG;
GROSSMANN, 2018). Em 1996, foi mostrado por meio de um ensaio clinico
randomizado que a administracdo de 600 mg de enantato de testosterona, com ou
sem estimulo de treinamento, aumenta a massa e forca muscular de homens
saudaveis (BHASIN et al., 1996). Além disto, os autores ainda sugerem que os EAA
possuem efeito de potencializar os resultados do treinamento na massa e forga
muscular. De fato, este foi o primeiro ensaio clinico randomizado que apontou
evidéncias de que a administracao de EAA pode aumentar a performance.

Os efeitos anabdlicos dos EAA foram mostrados ao longo de diversos estudos
clinicos randomizados, os quais utilizavam de diferentes controles metodolégicos com
a finalidade de reproduzir situagdes reais de uso destas substancias (GIORGI;
WEATHERBY; MURPHY, 1999; ROGERSON et al., 2007; STORER et al., 2003). De
fato, estes efeitos anabdlicos podem ser explicados devido ao musculo esquelético
ser um dos 6rgaos mais responsivos aos EAA. Além disto, as concentragdes séricas
de testosterona representam em média 40-67% de ganhos adicionais em massa
muscular observada em ensaios clinicos randomizados (BHASIN; STORER, 2009).
Nestes tecidos a testosterona é capaz de aumentar a sintese proteica (BRODSKY;
BALAGOPAL; NAIR, 1996), promovendo uma maior eficiéncia na reutilizacdo de
aminoacidos e diminuindo a quebra de proteinas (FERRANDO et al., 2003).



Consequentemente, mantendo estes tecidos em um balango nitrogenado positivo,
facilitando o aumento de performance esportiva.

Tem sido mostrado que a utilizacdo de EAA pode apresentar beneficios na
performance fisica através do aumento do aporte de oxigénio entregue a tecidos
musculares e redistribuicdo do fluxo sanguineo. De fato, a testosterona possui efeitos
vasodilatadores na artéria e veia pulmonar de humanos e animais (ENGLISH et al.,
2001). Apesar de néo ter sido ainda estudada na vasodilatagdo em doses supra
fisiolégicas, a administracdo de testosterona tem sido associada a rapidos efeitos
dilatadores, e no fluxo sanguineo, de artérias coronarianas (WEBB et al., 1999).
Consequentemente, criando a hipotese de que estas substancias podem melhorar o
débito cardiaco e, consequentemente, a performance fisica. Embora alguns estudos
mostrem que a testosterona possui efeitos vasodilatadores, a literatura ainda
permanece contraditéria acerca destes efeitos. Enquanto alguns estudos mostram
que a administracdo de EAA nao causa uma melhora vascular (vasodilatacao) (LY et
al., 2001; ZITZMANN; BRUNE; NIESCHLAG, 2002), outro mostra o efeito oposto
(vasoconstrigdo) (SCHROR et al., 1994).

Nesse sentido, tem sido mostrado que individuos que realizam a
administracdo de testosterona de forma crénica podem possuir uma maior
capilaridade muscular e também maior quantidade de mionucleo por fibra muscular
em comparacdo a individuos que nunca utilizaram tais drogas (YU et al., 2014).
Interessantemente, é sugerido ser necessario uma exposi¢cao prolongada de EAA,
para que o sistema vascular se ajuste tal efeito, uma vez que protocolos de menor
duracao (até 20 semanas) nao sao capazes de apresentar tais efeitos (SINHA-HIKIM
et al., 2002). Portanto, parece que os efeitos benéficos da utilizacdo de esteroides
anabolizantes podem ser considerados protocolo dependentes, sendo a duragao do
protocolo fator determinante. Entretanto, apesar dos efeitos na melhoria da
performance esportiva, estes podem ser acompanhados de diversos efeitos deletérios
no SNC, os quais podem prejudicar a saude de individuos que os utilizam de forma

prolongada.
2.1.1 EAA: MECANISMOS DE ACAO

Os EAA podem realizar seus efeitos anabdlicos ou androgénicos através da
sua ligagdo ao receptor androgénico (RA) (GAO; BOHL; DALTON, 2005). O RA é
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considerado um membro da familia dos receptores esteroides e nucleares, a qual é
constituida por cerca de 100 membros e pode ser classificado como um fator de
transcricdo dependente de ligante (Figura 4) (TRENT, 1999). De fato, os EAA podem
exercer seus efeitos através de trés mecanismos: gendmicos, ndo-gendmicos ou pela
interacéo a sitios modulatério de neuroesteroides. O mecanismo gendédmico envolve a
acao dos EAA diretamente na transcrigdo génica. Sao realizadas mudancgas
conformacionais no dominio de ligagao ao ligante (LBD) do RA, a qual ira desencadear
subsequentes interagdes proteicas entre o receptor e outras proteinas celulares, até
desencadear a expressao dos genes expressos via tal receptor (CLAESSENS et al.,
2001; PRATT; TOFT, 1997). De fato, o gene do RA possui um comprimento de 90kb
e codifica uma proteina (o gene RA) de 919 aminoacidos com trés dominios funcionais
(Figura 3) (GAO; BOHL; DALTON, 2005). O dominio N-terminal (NTD), possui uma
caracteristica modulatoria e é codificado pelo exon 1 (1585bp). O dominio de ligagéo
ao DNA (DBD) é codificado pelos exons 2 e 3 (152 e 117bp, respectivamente)
(MCEWAN, 2004). Por fim, o LBD é codificado por cinco exons que variam de tamanho
de 131 a 288bp (GAO; BOHL; DALTON, 2005).

Human AR Gene

Exon 1 Excn2 Exon 3 Exon4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8
23 FyxL F 27 433 WxxlF 4380 {1891 KEa core 907
LO T K ," T A
W\ 142 apq 337 3&;3 AF1 A8 BB s e F SN s
Yo smssssssssssssssssssss sssagessssmssses E % aaveas H i '-' .-'.\v' F
NH,- ~ a2 - NGO
1 559 624 676 919
NTD —_—
DBD___
Human AR Hinge
LBD

Figura 3. Organizagao estrutural do gene e proteina do RA. O EAA se liga ao LBD na proteina do RA,
esta ira translocar seus dimeros até o elemento de resposta androgénica. Adaptado de Gao et al.,
(2005).

O RA sem a ativacdo pelos EAA se encontra localizado no citoplasma
associado a um complexo de proteinas de choque térmico, as quais se encontram
ligadas no LBD (PRATT; TOFT, 1997). A partir de uma ligagdo agonista, os RA
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realizam uma série de mudangas conformacionais: as proteinas de choque térmico se
dissociam do LBD, o RA dissociado sofre dimerizagao e fosforizagao, posteriormente
seus dimeros s&o translocados ao nucleo, sendo este efeito mediado via sinal de
localizag&o nuclear (FREEDMAN, 1998) O RA translocado ira se ligar ao elemento de
resposta androgénica (ERA), o qual é caracterizado por seis nucleotideos de half-site
formados pela sequéncia 5’-TGTTCT-3’ e espacados por trés nucleotideos aleatorios
(GAO; BOHL; DALTON, 2005). Além disto, a ativagao da transcricao génica mediada
via RA requer o recrutamento de co-reguladores transcricionais (incluindo proteinas
co-ativadoras e co-repressoras) (HEINLEIN; CHANG, 2002a) e recrutamento da RNA
polimerase Il (SHANG; MYERS; BROWN, 2002) , todos atuando em conjunto com a
finalidade de ativar a expressao transcricional dos genes regulados pelo RA.
Consequentemente, os EAA podem ativar uma série de vias de sinalizagoes
anabdlicas, sendo estas mediadas via IGF-1 e subsequente fosforilagdo da via de
sinalizagdo Akt/mTORc1, a qual encontra seu substrato final a proteina p70s¢K. Além
disto, os EAA podem desencadear a ativagao de células satélites e, por fim, inibicao
da via catabdlica da miostatina (Figura 4) (DE ROOQOY et al, 2016).
Consequentemente, favorecendo processos que possuem importante papel na

sintese proteica e, possivelmente, aumento da performance fisica.
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Figura 4. Vias de sinalizagdo compreendendo os efeitos anabolicos dos esteroides anabolizantes
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androgénicos. Vias azuis sdo consideradas anabdlicas, enquanto vermelhas catabdlica. Adaptado de
de Rooy et al., (2016).

Um segundo mecanismo de ac¢ao dos EAA nos RA foi sugerido em células do
tecido musculoesquelético (ESTRADA et al., 2003), oocistos (LUTZ et al., 2003),
células cancerigenas prostaticas (KAMPA et al., 2002; UNNI et al., 2004) e
osteoblastos (KOUSTENI et al., 2001; ZAGAR; CHAUMAZ; LIEBERHERR, 2004) . A
via de acado nao-gendmica induz interagdes rapidas, as quais podem variar de
segundos a uma hora (NORMAN; MIZWICKI; NORMAN, 2004), bem como este
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mecanismo de acdo dos EAA envolve a interacdo direta entre o RA e proteinas
citosdlicas de diferentes vias de sinalizacdo (i.e. Proteino-quinases ativadas por
mitogenos, MAPK, e proteina quinase B ,AKT), desencadeando mudangas na fungéo
celular independentemente de alteragdes transcricionais, tais como mudangas no
transporte i6nico (HEINLEIN; CHANG, 2002b; NORMAN; MIZWICKI; NORMAN,
2004). Estas vias uma vez desencadeadas, estdo intimamente relacionado com as
mudangas conformacionais induzidas pelo ligante (EAA) no LDB ou, alostericamente
no NTD (GAO; BOHL; DALTON, 2005). Além disto, tem sido mostrado que esta
alteracdo nos niveis intracelulares de calcio pelo mecanismo ndo gendmico esta
associada a estimulagdo das jungbes comunicantes, plasticidade neuronal e
relaxamento adrtico (SIMONCINI; GENAZZANI, 2003). Contudo, o mecanismo destas
interacdes ainda nao esta bem descrito na literatura. Sendo importante a separagao e
entendimento das fungbes dos mecanismos gendmicos e ndo gendmicos dos EAA, a
fim de propor novas estratégias de seletividade tecidual na utilizacdo de farmacos
(NORMAN; MIZWICKI; NORMAN, 2004).

Por fim, os EAA podem exercer efeitos através da interagcdo com
neuroesteroides, compartilhando o mesmo sitio modulatério de receptores N-metil-D-
Aspartato (NMDAr) (JANG et al., 2004; PARK-CHUNG et al., 1997), sigma-1
(MAURICE et al., 2001) e receptor para o acido gama-aminobutirico (GABA), GABAa
(MAJEWSKA, 1992). Os neuroesteroides sdo compostos enddégenos derivados do
colesterol, sao sintetizados no sistema nervoso central (SNC) e podem induzir rapidos
efeitos mediados via receptores acoplados a membrana celular (COMPAGNONE;
MELLON, 2000). Uma variedade de neuroesteroides estdo presentes no SNC,
incluindo classes de pregnano, androstano e estrogénio (REDDY; ESTES, 2016a).
Sao altamente lipofilicos e, portanto, sdo capazes de ultrapassar a barreira
hematoencefalica (REDDY; ESTES, 2016b). De fato, estes neuroesteroides possuem
todas enzimas necessarias para a sua sintese no SNC, uma vez que sao sintetizados
em neurdnios e glias de varias regides cerebrais (REDDY, 2011, 2010).

De fato, podem interagir diretamente com os NMDAR em altas concentracdes
(HORAK et al., 2004) ou alostericamente em concentrac¢des fisiologicas (PARK-
CHUNG et al.,, 1997). Os neuroesteroides possuem um importante papel em
processos Vvitais, incluindo memoéria, aprendizado (SHIMIZU et al., 2000),
neuroplasticidade (KLANGKALYA, 2005) e neuroprotecdo em doencga de Alzheimer
(WEILL-ENGERER et al., 2002). Além disto, s&o facilitadores GABAérgicos (CLARK;
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MITRE; BRINCK-JOHNSEN, 1995a; COMPAGNONE; MELLON, 2000) e aos
receptores sigma-1 (MONNET; MAURICE, 2006).

2.1.2 EAA E SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Tem sido mostrado que a administracao de EAA podem causar mudancgas
comportamentais, causando alteragdes no SNC. De fato, a administracao de EAA tem
sido associada com o aumento do comportamento agressivo (LONG et al., 1996),
ansiogénico (JOKSIMOVIC et al., 2019; ROSIC et al., 2014; SELAKOVIC et al., 2017)
e altera sistema de recompensa cerebral (KAILANTO; KANKAANPAA; SEPPALA,
2011).

O efeito da DN (Figura 5) no comportamento agressivo parece ainda n&do estar
bem descrito na literatura. Enquanto estudos mostram um aumento na agressividade
induzido por DN (KALININE et al., 2014; LONG et al., 1996) outros sugerem que nao
ha aumento do comportamento agressivo (BREUER et al.,, 2001; FARRELL;
MCGINNIS, 2003; MCGINNIS et al.,, 2002; WESSON; MCGINNIS, 2006). Estas
divergéncias possivelmente podem ser explicadas devido a diferentes modelos
metodolégicos, principalmente pela duragdo e frequéncia de administracédo do
tratamento. Estudos mostram que a administragdo de 5mg/kg de EAA (propionato de
testosterona e stanozolol) durante 12 semanas, em ratos, aumentou o comportamento
agressivo em comparagao ao grupo controle (BREUER et al., 2001). Adicionalmente,
a administragdo de um coquetel de EAA (DN, testosterona e boldenona) durante 14
dias aumentou os ataques e mordidas realizadas por ratos ao intruso em comparagao
ao grupo controle (CLARK; HENDERSON, 2003; MELLONI JR et al., 1997; MELLONI;
FERRIS, 1996). Entretanto, estudos prévios mostram que ratos tratados de forma
prolongada com DN mostram numeros de ataques a intrusos similares ao grupo
controle (ALBERT; WALSH; JONIK, 1993; LONG et al., 1996).
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Figura 5. Estrutura molecular da 19-nor-testosterona. Adaptado de Segaloff et al., (1963).

Corroborando isto, estudos ndo mostram uma relagdo da administragcao da
DN em ratos e comportamento agressivo (FARRELL; MCGINNIS, 2004; MCGINNIS,
2004). Além disto, mesmo com o protocolo experimental replicado (MCGINNIS et al.,
2002), estudos reportaram a falta de efeito da utilizagdo de DN e comportamento
agressivo (BREUER et al., 2001). Concluindo, apesar dos EAA causarem efeitos
deletérios no SNC, a literatura ainda permanece divergentes acerca dos efeitos do
uso de EAA e comportamento agressivo, bem como necessita de mais estudos que
avaliem esta variavel em animais tratados com EAA.

Por fim, a administragdo de DN causa resposta dopaminérgica similares a
psicoestimulantes. Tem sido mostrado que a cocaina e anfetamina podem aumentar
as concentracdes extracelulares de dopamina através da inibicao de transportadores
de receptacédo dopaminérgicos (GIROS et al., 1996). De fato, a administragdo de DN
causa up-regulation dos transportadores de dopamina no putdmen de ratos
(KINDLUNDH et al.,, 2002, 2004), aumentando a captacdo de dopamina.
Adicionalmente, estudo avaliou o efeito da administragdo aguda de anfetamina antes
e depois de um tratamento com DN, testosterona e boldenona (2, 2, 1 mg/kg durante
14 dias, respectivamente) (CLARK; LINDENFELD; GIBBONS, 1996). Os resultados
apontam que embora a utilizacdo da DN nao tenha efeito direto no sistema de
recompensas, sua administragdo pode potencializar a recompensa induzida pela

anfetamina.
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2.1.3 EAA E MEMORIA

A partir do supracitado, cria-se a premissa que a administracao de EAA pode
interferir em algumas fung¢des do SNC principalmente em usuarios que o utilizam de
forma prolongada. De fato, um estudo avaliou 45 homens atletas, dos quais 31
usuarios de EAA e 14 nao usuarios e comparou os dois grupos em uma bateria de
testes neuropsicologicos. Os resultados demonstram que usuarios de EAA possuem
menor memoria visuo-espacial e reconhecimento de padrées (KANAYAMA et al.,
2013). Contudo, vale ressaltar as limitagdes apontadas pelos autores, tais como o
tamanho amostral relativamente pequeno, o menor nivel de instrugdo educacional dos
usuarios de EAA e o menor numero amostral dos n&o usuarios.

Estudos em animais apontam que a administragdo aguda e prolongada de DN
pode prejudicar a performance de tarefas de memoria e aprendizado espacial, bem
como memoria social olfatoria de ratos (KARAMIAN et al., 2014; KOUVELAS et al.,
2008; MAGNUSSON et al., 2009a). Todavia, a literatura ainda diverge acerca dos
efeitos dos EAA e memédria. Estudo aponta que a memoria espacial de trabalho,
motivacdo e habilidades sensor motoras permanecem inalteradas com uma
administracdo crénica de um coquetel de EAA, 17a-metiltestosterona,
methandrostelonona e cipionato de testosterona (SMITH; STACKMAN; CLARK,
1996).

Tem sido mostrado que a administracdo de 15 mg/kg de DN a cada trés dias,
durante 14 dias prejudicou a memdria espacial de ratos no teste de labirinto aquatico
de Morris (MAGNUSSON et al., 2009a). Em adic¢ao, os autores também apontam uma
maior expressao de RNAm de prodinorfina hipocampal em ratos tratados com DN. De
fato, o DN pode provocar alteragdes nos niveis de dinorfina B (JOHANSSON et al.,
2000), na conversao enzimatica da dinorfina A (MAGNUSSON et al., 2007) e
finalmente na densidade dos receptores kappa opioides (MAGNUSSON et al., 2009b).
Corroborando estes achados, estudos indicam que a administragao intrahipocampal
de dinorfina A (AHIMA; HARLAN, 1992; COLOMBO et al., 1992) e dinorfina B
(MCDANIEL; MUNDY; TILSON, 1990; SANDIN et al., 1998) podem prejudicar a
memoria espacial de ratos. De acordo com estes achados, em conjunto com a maior
expressao de RNAm de prodinorfina encontrada no hipocampo com a administracao
de DN, os autores especulam um possivel mecanismo do impacto dos EAA na

memoria. Entretanto, vale ressaltar que nem sempre elevados niveis transcricionais
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de prodinorfina irao refletir em maiores niveis de tradugao proteica, bem como a
auséncia de tratamento farmacoldgico que caracterize uma possivel causa
mecanicista.

Ademais, estudo prévio verificou o efeito da administracdo crénica de 15
mg/kg de DN, durante 6 semanas, na memoéria e aprendizado social olfatéria de ratos.
Os resultados indicaram que enquanto o aprendizado social olfatério permaneceu
inalterado, a memoaria social olfatéria foi significativamente menor nos ratos tratados
com DN. Além disto, vale ressaltar que a administracao da flutamida, um antagonista
do receptor androgénico, junto a DN aboliu o déficit de memodria provocado pelo
protocolo experimental; indicando um envolvimento do RA na perda de memodria
provocada pelos EAA (KOUVELAS et al., 2008).

Por fim, foi verificado o efeito da administracao intrahipocampal aguda de DN
na memoria e aprendizado espacial de ratos, submetidos a diferentes dosagens. Os
resultados apontam que somente em doses de 1 pl min houve reducdo do
aprendizado e da memodria, enquanto dosagens maiores (10 ul) e menores (1 ul), as
variaveis permaneceram inalteradas (KARAMIAN et al., 2014). Além disto, os autores
apontam sinais de necrose em alguns neurdnios na regido CA1 do hipocampo, apenas
na dosagem de 5 ul, assim sendo, a administragdo de DN pode interferir em processos

neurodegenerativos.

2.2 MEMORIA DECLARATIVA

As memorias podem ser conceituadas, para o autor desta dissertagdo, como
uma mudanga de comportamento realizada com base em experiéncias prévias. Estas
que sao adquiridas, consolidadas ou extintas com a necessidade de uma mudancga na
forca de transmissao sinaptica e aumento da sintese proteica. As memadrias podem
ser divididas em implicitas (ou processurais) e explicitas (ou declarativas). As
memorias declarativas sdao memorias que podem ser evocadas e descritas
verbalmente de forma consciente, podem ser incluidas memorias de eventos prévios
(episddicas) ou fatos (semantica) (RUTISHAUSER, 2019). Além disto, as memorias
declarativas sdo de extrema importancia uma vez que podem mudar o comportamento
humano e com isto podem criar uma identidade pessoal que nos define de acordo
com nossas experiéncias (SQUIRE; STARK; CLARK, 2004).
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Estudo classico mostrou que o hipocampo possui uma participagao critica nas
memorias declarativas (COHEN; SQUIRE, 1980). De fato, o hipocampo suporta as
memorias declarativas de forma que funciona como um mecanismo de
processamento de diferentes tarefas e experiéncias que irdo nos fornecer subsidios
para a formagdo da memdéria (EICHENBAUM; OTHERS, 1993). Nesse sentido, o
hipocampo cria representacdes relacionadas as experiéncias que estdo sendo
vivenciadas que relacionam com outras memorias ja consolidadas, realizando este
link entre elementos comuns e compondo o0 que se chama de espago de memdria
(EICHENBAUM et al., 1999). Além disto, esta importancia € corroborada com estudos
que mostram que uma lesédo no hipocampo de macacos o prejuizo na memaoria € mais
severo a medida que a lesao é mais € de maior magnitude, por exemplo quando a
lesdo engloba quase todo o hipocampo (ZOLA-MORGAN et al., 1992). Além disto,
estudos com eletrofisiologia mostram que ha expressdo de NMDAR nas regides
hipocampais, e estes possuem um importante papel na mudanca da plasticidade
sinaptica desta regidao encefalica (BELLONE; NICOLL, 2007), sendo que as
caracteristicas deste receptor ionotropico e sua importancia para processos de

mem©ria iremos discutir a seguir.

2.3 RECEPTORES N-METIL-D-ASPARTATO

Ao longo do SNC, o aminoacido glutamato realiza a maioria das
neurotransmissdes sinapticas excitatérias (TRAYNELIS et al., 2010). Os canais
idnicos ativos por glutamato sdo importantes moduladores da plasticidade cerebral e
sdo capazes de converter atividades neuronais especificas em mudangas de longa
duracdo na estrutura e funcao sinaptica, as quais possuem importante papel em
fungbes cognitivas (TRAYNELIS et al., 2010). Dentre os receptores ativos por
glutamato pode-se destacar os NMDAR, os quais sao objetos de estudo do presente
trabalho. Estudos de clonagem revelam que os NMDAR s&o constituidos de
heterodimeros. De fato, estes receptores podem ser compostos por sete diferentes
subunidades, as quais fazem parte de trés subfamilias identificadas (CULL-CANDY;
LESZKIEWICZ, 2004; PAOLETTI, 2011; TRAYNELIS et al., 2010). Sendo elas, a
subunidade GIluN1, quatro subunidades GIuN2 (GIuN2A, GIuN2B, GIuN2C e GIuN2D)
que sao codificadas por quatro diferentes genes; e por ultimo, as subunidades GIuN3

(GIuN3A e GIuN3B) sendo codificadas por dois diferentes genes. Além disto, estas
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subunidades possuem uma quantidade de aminoacidos que varia de 900 a 1480. Esta
variagcdo no tamanho das subunidades se deve as diferengcas no comprimento do
dominio intracelular carboxilico; uma regido com a fungao se acoplar os receptores as
cascatas de sinalizagado (TRAYNELIS et al., 2010).

Os NMDAr (Figura 6) sao formados por subunidades GluN1 obrigatdrias junto
a GluN2A ou GIuN2B, ou através de uma mistura de subunidades GIuN2 e GIuN3
(CULL-CANDY; LESZKIEWICZ, 2004; PAOLETTI, 2011; TRAYNELIS et al., 2010).
Além disto, os NMDAr possuem notaveis propriedades que os diferem dos outros
receptores ionotrépicos. Primeiro, no potencial de membrana de repouso estes
receptores s&o bloqueados por voltagem pelo ion Mg?* o qual impede o influxo de
Ca?* e transmissao sinaptica excitatéria. Segundo, sdo altamente permeaveis a ions
Ca?*. Terceiro, possuem uma cinética lenta, devido a também desaceleragao lenta por
parte do glutamato; sua ativagdo requer ndo sé a presenga do neurotransmissor
glutamato, mas também de um co-agonista (glicina ou D-serina). Por fim, possuem
uma série de sitios modulatorio, resultando em uma excelente sensibilidade ao
ambiente extracelular (CULL-CANDY; LESZKIEWICZ, 2004; PAOLETTI, 2011;
TRAYNELIS et al., 2010). Além disto, o bloqueio da conducao iénica realizado pelo
Mg?*, bem como o influxo de Ca?* podem ser influenciados pela composigido de
subunidades que compdéem os NMDAr. Por exemplo, quando os NMDAr sao
compostos pelas subunidades GIuN2A ou GIuN2B geram um canal de alta
condutancia quando ativos, sensibilidade ao bloqueio pelo Mg?* e permeabilidade a
Ca?*. Entretanto, quando compostos pelas subunidades GIuN2C ou GIuN2D
possuem baixa condutancia, sensibilidade ao Mg?* e permeabilidade a Ca?* (CULL-
CANDY; LESZKIEWICZ, 2004; PAOLETTI, 2011; TRAYNELIS et al., 2010). Portando,
as subunidades que compdem os NMDAr podem influenciar em suas caracteristicas

e funcionalidades.
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GluN1 |55 || GluN2B

Intracelular
Receptor NMDA

Figura 6- Estrutura do receptor NMDA. Adaptado de SIRRIEH et al., (2015).

Os NMDAr possuem pequenos sitios modulatério onde pequenas moléculas
podem agir como moduladoras alostérica positivas ou negativas; adicionalmente, esta
modulagédo pode ser considerada subunidade especifica (PAOLETTI, 2011;
TRAYNELIS et al.,, 2010). Muitos destes moduladores podem distinguir entre as
subunidades dos receptores, sendo possivel que devido a esta especificidade de
ligacdo pode contribuir para se tornar potenciais terapeutas farmacoldgicos
(PAOLETTI; BELLONE; ZHOU, 2013). Dentre estes moduladores enddégenos,
podemos destacar os protons, poliaminas e Zn?*, os quais podem agir como potentes
moduladores dos NMDAr (PAOLETTI, 2011). Ademais, tem sido mostrado que a
sensibilidade por prétons possui um papel critico nos NMDAr, sendo um dos
mecanismos que poliaminas e antagonistas de NMDAr, especialmente ifenprodil,

podem atuar nestes receptores. A literatura apresenta efeitos opostos do ifenprodil e
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poliaminas no sensor de protons dos NMDAR. De fato, o sensor de prétons € um ponto
de convergéncia para a agao de diversos moduladores alostéricos, os quais podem
aumentar ou diminuir a atividade dos receptores através do aumento ou diminuigao
da sensibilidade aos prétons. Duas décadas atras, estudos mostraram que os prétons
extracelulares podem inibir cerca de 50% a condutancia de Ca?* dos NMDAR em um
pH fisiologico (TRAYNELIS; CULL-CANDY, 1990; TRAYNELIS; HARTLEY;
HEINEMANN, 1995a; VELISEK et al, 1994). Posteriormente, foi descoberto
moduladores alostéricos dos NMDAR que poderiam ser positivos ou negativos
dependendo da acao na protonacdo no NMDAr, se incluindo zinco, feniletanolamina,
ifenprodil e poliaminas (BHATT et al., 2013; GIELEN et al., 2008; LOW et al., 2000;
MASUKO et al., 1999; MONY et al., 2011; ZHENG et al., 2001).

Nessa continuidade, as poliaminas podem diminuir a sensibilidade por protons
nos NMDAR contendo as subunidades GluN1/GIuN2B, resultando em um aumento no
influxo de ions mediados via NMDAr (MONY et al., 2011; SULLIVAN et al., 1994;
TRAYNELIS; HARTLEY; HEINEMANN, 1995b). Em contrapartida, tem sido mostrado
que o ifenprodil possui efeito oposto, aumentando a sensibilidade por prétons nas
subunidades GIuN1/GLuN2b (PAHK; WILLIAMS, 1997; WHITTEMORE et al., 1997;
ZHENG et al., 2001). Concluindo, baseado no supracitado os NMDAr possuem um
importante papel em fungdes fisiolégicas do SNC. De fato, gragas as suas
caracteristicas e fungdes podem promover a sobrevida neuronal, mudangas na
eficacia sinaptica além de estarem intimamente ligados ao processo aprendizado e
memoria (HARDINGHAM; BADING, 2010; MILNER; SQUIRE; KANDEL, 1998).

2.3.1 NMDAR E MEMORIA

De acordo com as funcbes e caracteristicas dos NMDAR descritas, estes
possuem um importante papel na plasticidade sinaptica. De fato, plasticidade sinaptica
€ um termo genérico utilizado para uma mudanga na forga e duragao da transmissao
sinaptica, sendo mediada via NMDAr. De fato, estas mudangas podem ser
caracterizada como potencializagdo de longa duracao (LTP) ou depressao de longa
duragéo (LTD) ,que se relacionam com o processo de aprendizado e evocagao de
memoéria (LUSCHER; MALENKA, 2012). Apos a liberagdo do neurotransmissor
glutamato, este difunde-se rapidamente até a membrana pds-sinaptica onde ira se
ligar ao seu respectivo receptor (NMDA,AMPA) (LUSCHER; MALENKA, 2012).
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Ademais, quando ativos, os NMDAR possuem uma cinética mais lenta em
comparacgao a outros receptores de glutamato; podendo permanecer com os canais
abertos durante mais tempo (LUSCHER; MALENKA, 2012). Sendo este mecanismo
essencial para sua contribuicdo na plasticidade sinaptica, os quais discutiremos a
sequir.

PLD e DLD sao evocados por mecanismos de atividade especificos destes
receptores. De fato, para a indugao do LTP tantos neurdnios pré-sinapticos quanto
pos-sinapticos devem estar despolarizados e ativos ao mesmo momento da liberagao
de glutamato; este sincronismo possui a finalidade de liberar o bloqueio realizado pelo
ion Mg?*, o qual impede o influxo de Ca?* no potencial de repouso (MALENKA, 1994).
Como consequéncia deste sincronismo, ha liberagdo do bloqueio pelo Mg?* e o influxo
de Ca?* através do canal € maximo, o qual ira ativar cascatas de sinalizagdo que irdo
desencadear mudancas na forca sinaptica; e por consequéncia, evocagao de LTP
(LUSCHER; MALENKA, 2012). Portanto, LTP via ativagdo de NMDAR & uma forma
de plasticidade sinaptica que possui origem no fortalecimento da conexao entre dois
neurénios (HEBB, 1961).

Entretanto, uma vez que a LTP envolve a liberagdo maxima de influxo de Ca?*
devido a um estimulo de alta frequéncia, a LTD parece ser realizada pelo mesmo
mecanismo, mas de menor grau de magnitude. Em outras palavras, devido ao
incompleto blogueio dos canais realizado pelo ion Mg?*, quando ha uma estimulagdo
de baixa frequéncia ocorre um rompimento do bloqueio inibitério no poro do receptor
e, consequente, entrada de influxo de Ca?*(BLOODGOOD; GIESSEL; SABATINI,
2009; BLOODGOOD; SABATINI, 2007; SABATINI; OERTNER; SVOBODA, 2002)
Nesse sentido, enquanto repetidas estimulagdes sinapticas de baixa frequéncia irdo
desencadear menor influxo de calcio e indugéo de LTD, fortes despolarizagbes podem
induzir LTP.

Em teoria, para inducdo de LTP e consequente processo de aprendizado e
evocacao memoria, este processo pode ser desencadeado por uma maior liberagao
de neurotransmissores por parte do axdnio pré-sinaptico; ou através da mesma
quantidade de neurotransmissor, porém com sincronizada despolarizagdo e maior
sensibilidade do neurdnio pos-sinaptico (LUSCHER; MALENKA, 2012). Além disto,
tem sido mostrado que os processos relacionados a plasticidade sinaptica (LTP e
LTD) envolvem a insercdo de novos receptores de glutamato. De fato, estudos

mostram que apoés um protocolo de indugédo de LTP as sinapses “acordam” e se
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tornam mais efetivas devido a insergao de novos receptores AMPA na membrana pos-
sinaptica (ISAAC; NICOLL; MALENKA, 1995; LIAO; HESSLER; MALINOW, 1995).
Estes resultados aumentaram a hipotese de que receptores AMPA ja s&o contidos na
membrana pés-sinaptica, enquanto LTP envolve a inser¢cao de novos receptores, LTD
seria a remogao destes receptores (LLEDO et al., 1998; LUSCHER et al., 1999).

Apds a ativagao glutamatérgica do tipo NMDA e, posterior, entrada de Ca?*,
ocorre uma série de vias de sinalizagao sendo fosforiladas as quais serdo necessarias
para evocacgao de LTP. Dentre elas podemos destacar o recrutamento de proteinas
quinases dependente de calcio ll/calmodulina (CaMKIl) (LISMAN; SCHULMAN;
CLINE, 2002). Consequentemente, desencadeando a fosforilagdo de varias proteinas
incluindo os proprios receptores AMPA (DERKACH; BARRIA; SODERLING, [s. d.]),
como consequéncia desta fosforizagao ira aumentar a condutancia nos receptores de
glutamato (BENKE et al., 1998); como mencionado anteriormente um dos
mecanismos necessarios para a inducao de LTP. Em adi¢ao, o aumento da atividade
da CAMKII contribui para a insergcdo de novos receptores AMPA (EHLERS, 2000);
contribuindo para todo o mecanismo de LTP no supracitado e, consequentemente,
processos de aprendizado e evocacdo de memoria.

A memodria € representada, a nivel celular, como um processo dependente
de estruturas e funcdes especificas das conexdes sinapticas entre dois neurbnios, a
qual depende da ativagao da expressao de alguns genes (KANDEL, 2001). Em outras
palavras, memoria pode ser vista como uma forma de mudanga no comportamento a
partir do aprendizado de experiéncias prévias as quais dependem de processos
celulares como plasticidade sinaptica e sintese proteica. Evidéncias apontam que
além do importante papel da CAMKII no processo de PLD e memdria mediado pelos
NMDAR, outras proteinas quinases fazem parte do processo. De fato, proteinas
quinases como proteina quinase dependente de adenosina monofosfato ciclico
(cAMP) (PKA), proteina quinase C (PKC) e proteina quinase ativada por mitégenos
(MAPK) ja foram mostradas estarem envolvidas no processo de evocagédo e
consolidagdo de memoria (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993; MALENKA; NICOLL, 1999;
SALTER; KALIA, 2004; SWEATT, 2004). Apos a fosforilagdo destas proteinas,
estudos mostram que para o processo de consolidagdo da memdria é requerida um
aumento na sintese proteica, esta que se da devido a um aumento da transcricéo
génica mediada via elemento de resposta ao cAMP(CREB), o qual é fosforilado ap6s
a fosforilagao de proteinas quinases como PKA, MAPK e CAMKIlI (MONTMINY, 1997).
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Por exemplo, o aumento no influxo de Ca2+ mediados via NMDAr, ha uma fosforilagao
das proteinas CAMKII, cAMP e PKA, as quais irao resultar na fosforilagao e ativacao
do CREB (BITO; DEISSEROTH; TSIEN, 1996). Posteriormente, desencadeando a
ativacdo de genes no DNA que irdo aumentar o processo do gene somatostatina, por
consequéncia, desencadear o processos de consolidagdo da memdéria (KANDEL,
2012). Concluindo, para desencadear os processos de memodria € necessario um
sincronismo por parte do neurdnio pré e pds-sinaptico, os quais irdo sensibilizar os
NMDAr a mesma quantidade de neurotransmissor liberado; ou a uma elevada
concentracao liberada na fenda pds-sinaptica. Por consequéncia deste pressuposto,
varias vias de fosforilacdo down-stream serao ativadas; com a ativacao e fosforilagao
de proteinas quinases, as quais fosforilam fatores de transcricbes necessarios para
iniciar processos de sintese proteica que sdo requeridos para a consolidagao da

memoria.

2.3.2 NMDAR E EXCITOTOXIDADE

O influxo de Ca?* mediado via ativagdo dos NMDAr é de extrema importancia
para processos vitais no SNC, sobrevida neuronal, plasticidade sinaptica e memoria.
Entretanto, os neurénios necessitam de um controle homeostatico deste mecanismo,
devido a vias neurotoxicas que podem ser desencadeadas devido a uma regulagéo
anormal do influxo deste ion. De fato, dentro de condigdes fisiolégicas, neurbnios
podem controlar esta homeostasia através da regulacdo de niveis intracelulares,
regulagcao da entrada, saida e controle no armazenamento de calcio (ARUNDINE;
TYMIANSKI, 2003). Entretanto, o aumento do influxo de Ca*?, ou elevada liberagéo
por parte do armazenamento intracelular podem aumentar os niveis de calcio a uma
magnitude maior que o neurdnio consegue o regular (ARUNDINE; TYMIANSKI, 2003).
Esta falha na regulacao intracelular ira desencadear a ativacao inapropriada de vias
de sinalizagcdo dependentes de calcio, causando desordens metabdlicas e eventual
morte celular (CHOI, 1988a; SATTLER; TYMIANSKI, 2000; TYMIANSKI; TATOR,
1996). Por exemplo, o influxo anormal de Ca?* intracelular pode gerar a elevada
ativacdo de proteases, calpainas, lipases e fosfatases que podem causar dano
diretamente a estrutura neuronal, ou indiretamente através do aumento de espécies
reativas de oxigénio (ARUNDINE; TYMIANSKI, 2003); podendo levar a apoptose
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celular. Este processo neurotoxico mediado via NMDAr €& chamado de
excitotoxicidade. Apesar do aumento excessivo do influxo de Ca?* ndo ser o Unico
mecanismo capaz de causar neurotoxicidade, evidéncias suportam a relagao entre a
excitotoxidade e processos neurodegenerativos (ARUNDINE; TYMIANSKI, 2003;
CHOI, 1994; TYMIANSKI; TATOR, 1996). Em adigdo, estudos apontam uma forte
relacdo entre o volume excessivo de Ca?* e o dano celular mediado por receptores de
glutamato (CHOI, 1988b; TYMIANSKI, 1996; TYMIANSKI; TATOR, 1996).

Tem sido mostrado que enquanto a excitotoxicidade mediada via receptores
dependente de voltagem ndo causaram prejuizos neurais, a mesma magnitude de
influxo de Ca?* mediada via NMDAr teve efeito neurotoxico (TYMIANSKI et al., 1993).
De fato, tem sido sugerido que a mesma magnitude de facilitagdo nos NMDAR, nao
desencadeia eventos neurotdxicos quando mediada via outros receptores de
glutamato (SATTLER et al., 1998; TYMIANSKI et al., 1993). Possivelmente pode ser
explicado devido a estudo prévio ter mostrado que os NMDAR possuem mais
substratos responsivos a vias neurotoxicas em comparagao a outros receptores ativos
por glutamato (ARUNDINE; TYMIANSKI, 2003).

Nesse sentido, tem sido proposto a utilizacdo de antagonistas dos NMDAR
como forma de atenuar a transmisséo glutamatérgica, quando elevada, e com isto
possibilitar uma possivel diminuicdo processos neurodegenerativos (PAOLETTI;
BELLONE; ZHOU, 2013). De fato, a elevagdo anormal desta transmissdo pode
contribuir para a perda sinaptica e neuronal, tais como acontece em doencas
degenerativas como doenga de Alzheimer, Parkinson e Huntington (PAOLETTI,
BELLONE; ZHOU, 2013), sendo contribuinte para a perda de memoria observada
nestas patologias que envolvem excitotoxicidade mediada via NMDAr (TRINCHESE
et al., 2008; VOSLER; BRENNAN; CHEN, 2008).

2.4 POLIAMINAS

As poliaminas (PA) s&o aminas alifaticas presentes em todos os tecidos e
células examinados de animais e plantas (HANDA; FATIMA; MATTOO, 2018) e
apresentam concentragdes maiores no SNC (Figura 7). As poliaminas desempenham
diversas fungdes especificas em multiplos processos celulares: apoptose, divisdo
celular e diferenciagao, proliferagédo celular, DNA, sintese proteica, expressao génica,
homeostase e transdugao de sinais (ANWAR; MATTOO; HANDA, 2015; COHEN,
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1998; KAUR-SAWHNEY et al., 2003; KUSANO et al., 2008; MUSHTAQ et al., 2016;
PEGG, 2016). As PA endodgenas sao sintetizadas a partir do aminoacido arginina e
ornitina. Primeiro, a arginina é convertida em ornitina pela arginase mitocondrial;
segundo, sofre agdo da enzima ornitina descarboxilase formando a putrescina, a qual
€ precursora da espermina e espermidina. Posteriormente, a enzima espermina
sintase transfere um grupo aminopropil para a putrescina, formando a espermidina.
Com a transferéncia de outro grupo aminopropil para a espermidina, forma-se a
espermina (PEGG, 2009, 2016; PEGG; MICHAEL, 2010; URDIALES; MEDINA;
SANCHEZ-JIMENEZ, 2001).
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Figura 7. Estrutura quimica das poliaminas. Adaptado de TETI et al., (2002).

As PA podem atuar em diversas fungdes celulares através de multiplos alvos
que podem sofrer influéncia destas moléculas. De fato, evidéncias sugerem que as
PA podem atuar de forma estrutural nos acidos nucleicos; aumentado a estabilidade
do RNAt e possui importante funcdo na estabilidade e tradugdo do RNAmM
(LIGHTFOOT; HALL, 2014; MILLER-FLEMING et al., 2015). Além disto, as PA
também podem exercer importantes fungdes através de interagcbes com proteinas,

sejam elas proteinas quinases ou canais ibnicos. De fato, podem interagir com
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proteinas quinases envolvidas em diversas fungdes celulares; ativando caseina
quinase 2 (CK2) (BORGO et al., 2015; LEROY et al., 1997). Esta por sua vez, ira
desencadear vias que resultam na fosforilagdo da proteina Raf, uma vez que Raf é
fosforilada ira ocasionar mudangas nos niveis intracelulares de PA, podendo ativar a
via proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK) (STARK et al., 2011), sugerindo-
se que estas moléculas podem atuar em diferentes vias celulares a jusante que séo
de extrema importancia para varias fungoes celulares.

Ademais, as PA podem atuar em diferentes receptores de glutamato e
modular sua atividade, atuando como moduladoras alostéricas positivas ou negativas
dependendo de qual receptor de glutamato esta se ligando (WEDGWOOD;
WOLSTENCROFF, 1977). Tem sido mostrado que as PA podem inibir os receptores
AMPA e cainato, bloqueando a entrada de Ca?* através destes receptores (PERRAIS;
VERAN; MULLE, 2010; SOTO et al., 2014; WILLIAMS, 1997). Dentre as subunidades
dos receptores cainato, podemos destacar as GluK1, GluK2 e GluK3 sao sensiveis a
modulagdo alostérica negativa realizada pelas PA (BOWIE; MAYER, 1995;
BURNASHEYV et al., 1995). Por fim, tem sido mostrado que as PA s&do moduladoras
alostéricas positivas de NMDAr e, consequentemente, podem exercer efeitos sobre a

memoria; sendo o qual iremos discutir a seguir.

2.4.1 POLIAMINAS E RECEPTORES NMDA

As PA podem exercer importantes fungdes no SNC através da modulagéo de
canais ibnicos ativos por glutamato e possuem papel fundamental no processo de
evocagao de memoria através dos mecanismos mediados via NMDAr. Nesse sentido,
diversas evidéncias confirmam que as PA podem atuar, como moduladoras
alostéricas positivas, nos NMDAr (BENVENISTE; MAYER, 1993; DURAND et al.,
1992; LERMA, 1992; MCGURK; BENNETT; ZUKIN, 2006; ROCK; MACDONALD,
1992; WILLIAMS, 1994; WILLIAMS et al., 1990), este efeito se da através da
estabilizacdo do lobo inferior do NTD dos dimeros GIuN1/GIuN2B em um estado
conformacional ativo (MONY et al., 2011). Nestes estudos, foi observado que o efeito
modulatorio da espermina nos NMDAr pode ser dependente da variagdo no potencial
de membrana, pH intracelular e concentracdes de agonistas e co-agonistas. Dentre
estes efeitos, podemos destacar: Primeiro, chamado de efeito glicina-dependente, o

efeito facilitador dos NMDAR na presenca do co-agonista glicina (BENVENISTE;
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MAYER, 1993; MCGURK; BENNETT; ZUKIN, 2006; WILLIAMS et al., 1994), e
aumento da afinidade das subunidades GIuUN2A ou GIuN2B para seu co-agonista
glicina. Segundo, chamado efeito glicina-independente, € o aumento no tamanho da
corrente mediada via NMDAr por seus respectivos agonistas (glutamato) e co-
agonistas (glicina) (BENVENISTE; MAYER, 1993; DURAND et al., 1992; LERMA,
1992; MORGENTALER, 2015; ROCK; MACDONALD, 1992; WILLIAMS et al., 1990).
Em outras palavras, as PA podem aumentar a corrente idnica nos NMDAR, atraves
da atenuacgao da inibigao por prétons, sendo correspondente por cerca de 40-50% da
inibicdo total das correntes glutamatérgica mediada via NMDAr em pH fisiologico.
(SULLIVAN et al., 1994; TRAYNELIS; HARTLEY; HEINEMANN, 1995b). Entretanto,
vale ressaltar que estes efeitos sdo considerados subunidade dependente, ou seja,
0s receptores que sao responsivos a este efeito sdo os que contém os dimeros
GIuN1/GIuN2B (Figura X) (WILLIAMS et al., 1994; WILLIAMS, 1995; ZHANG et al.,
1994).

Sitio de ligagdo das poliaminas no receptor NMDA

B
A GIUN1 GIuN2B Modulagéo
alostérica positiva
i g O
Estado ativo ) Estado dessensibilizado
Espermidina/Espermina
c Traxoprodil/lfenprodil

Modulagéo
alostérica negativa

Figura 8. Sitios de modulagéo alostérica no NMDAr. A) Visdo esquematica do heterodimero formado
pelas subunidades GIuN1 e GIuN2B. B) Sitio de ligagao das poliaminas no receptor NMDA. C) Sitio de
ligacdo de antagonistas da subunidade GIuN2B do receptor NMDA. Adaptado de Mony et al., (2011).

Uma vez que os NMDAr possuem um papel importante nos processos de
memoria e aprendizado junto ao fato que as PA podem modular estes receptores,
diversos estudos investigaram os efeitos destas moléculas em tarefas de memaoria em
modelos animais. De fato, tem sido revisado por GUERRA; RUBIN; MELLO (2016)

que as poliaminas podem melhorar o desempenho de roedores em tarefas de
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memoria, mesmo variando as vias de administragado entre intrahipocampal, sistémica
ou intra-amigdala (CAMERA et al., 2007; GOMES et al., 2010; GUERRA et al., 2006;
RUBIN et al., 2000, 2001, 2004). Além disto, este efeito foi abolido com a utilizagao
da arcaina, um antagonista do sitio de ligacdo das poliaminas nos NMDAr, mostrando
um envolvimento do sitio de ligagdo das PA em tais efeitos. Tem sido sugerido que
ratos tratados com espermidina e acamprosato, um facilitador do sitio de ligagao das
PA nos NMDAr, diminui o tempo de reconhecimento a outro rato familiar, além de nao
alterar o tempo de investigagcéo para um desconhecido (MIKOLAJCZAK et al., 2002),

sugerindo assim um papel das poliaminas na melhora da memaria social.

2.4.2 POLIAMINAS E EXCITOTOXIDADE

Baseado no supracitado, estudos mostram que as PA podem melhorar o
desempenho de ratos em tarefas de memoéria. Entretanto, em certos contextos, as PA
podem estar envolvidas com processo neurotoxicos; bem como, sua utilizagado pode
agravar os prejuizos de memoria. De fato, estudos mostram um aumento na
concentragdo de PA em pacientes com doenga de Alzheimer em analise pos morte;
principalmente em areas como lobulo frontal e cortex temporal (INOUE et al., 2013;
MORRISON; KISH, 1995). Além disto, tem sido sugerido que a administracdo do
peptideo B-amiloide em cultura de neurdnios pode aumentar os niveis de poliaminas
e, consequentemente, aumentar a ativacao dos NMDAr (YATIN et al., 1999, 2001).
Corroborando isto, apesar da administragcdo de espermidina e espermina em ratos
saudaveis aumentar a performance de ratos em tarefas de memoria, esta mesma
utilizacdo em ratos que possuem o peptideo B-amiloide parece potencializar os efeitos
deletérios cognitivos (INOUE et al., 2013). Portando, sugerindo que o sistema
poliaminérgico possa contribuir para processos neurotdoxicos mediados via NMDAr.

Nesse sentido, tem sido mostrado um aumento na atividade da enzima ODC,
a qual participa aumentando a biossintese das PA enddgenas, no cérebro de
pacientes com doenca de Alzheimer (BERNSTEIN; MULLER, 1995; MORRISON;
CAO; KISH, 1998). Sendo que este aumento das PA nestes contextos possivelmente
pode ser explicado devido a animais com administracdo do peptideo beta-amiloide
(modelo para induzir doenga de Alzheimer) possuirem uma menor atividade da
antizina, enzima que limita a atividade da ODC (MAKITIE et al., 2010). Nesse sentido,

tem sido mostrado que a inibigdo do sistema poliaminérgico, seja pela arcaina,
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diminuindo a biossintese com DFMO, antagonizando as subunidades GIuN2B com
traxoprodil, atenua os prejuizos de memodria em camundongos com B-amiloide
(Gomes et al., 2014). Interessantemente, a facilitagdo deste mesmo sistema com
administracado de espermina pode agravar tais déficits de memoria. Portando, estes
achados mostram que as PA podem gerar desfechos mneménicos opostos de acordo
com o contexto do protocolo experimental, seja agravando os prejuizos de memoria,

ou atenuando-os.

3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 105 camundongos Swiss machos, com massa corporal entre
25-35 g, originarios do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina.
Todos os animais foram mantidos em caixas sob condicbes padronizadas
(temperatura de 22 + 2 °C; ciclo claro/escuro de 12 h, luz das 07:00 as 19:00 h) com
comida e agua ad libitum durante todo o experimento. Os camundongos
permaneceram por um periodo de 7 dias que antecedem o experimento no laboratorio
para que ocorra a habituacdo ao novo ambiente. Todos os procedimentos foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de
Santa Catarina (CEUA/UFSC) sob o numero 7125070220.

3.2 DROGAS

Decanoato de Nandrolona (Deca-durabolin  (4-oestren-17b-ol-3-one-17-
decanoato), espermina (N-[3-aminopropyl]-1,4-butanediamine trihydrochloride) foram
comprados da Sigma (St. Louis, MO, USA) ou Organon Corporation, (Sdo Paulo, SP,
Brasil) e ifenprodil (a-(4-hydroxyphenyl)-B-methyl-4-(phenylmethyl)-1-
piperidineethanol, 2R,3R-dihydroxybutanedioate (2:1)) foi comprado da Cayman (Ann
Arbor, Ml ,USA). O decanoato de nandrolona foi diluido em um volume de 5 ml/kg de
o0leo de amendoim administrados via subcutanea (s.c.), enquanto, espermina e
ifenprodil serdo preparados com uma solugao salina (0,9%NaCl) para administragcéo
intraperitoneal (i.p.) em um volume de 5 ml/kg com objetivo de se administrar metade

da massa corporal para cada animal com o objetivo de diminuir o estresse cronico dos



31

animais devido a elevado volume administrado em varias exposi¢cdes. As doses
utilizadas no presente estudos sado supra fisiolégicas e foram escolhidas para

mimetizar as doses utilizadas por humanos de forma recreativa sem
acompanhamento médico.
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3.3 MODELO EXPERIMENTAL

3.3.1 Tarefa de reconhecimento de objetos novos

A tarefa de reconhecimento de objetos novos foi utilizada com o objetivo de
avaliar a memdria declarativa de roedores. E considerada um teste comportamental
que se baseia na tendéncia natural do animal em explorar mais um objeto novo em
comparag¢ao a um objeto familiar; em um contexto ja conhecido pelo animal. Essa
maior preferéncia por objetos novos é considerada um indicativo de que o objeto
familiar existe na memoadria (ENNACEUR, 2010). Dentro desta tarefa de memodaria, foi
utilizado como indice de memoaria a diferenga no tempo de exploragdo de um objeto
familiar, para com um novo.

A tarefa foi realizada em uma caixa de madeira com dimensdes de 30x30x30 cm
com paredes pintadas de preto, parede frontal feita de acrilico e o chao coberto com
folha de acetato de vinil etilico. Além disto, foi fornecida constante iluminagao, de 40
lux através de uma lampada localizada 60 cm acima do aparelho comportamental. O
aparelho foi limpo com alcool etilico 30% antes e imediatamente ap6s o espago ser
ocupado por cada camundongo. Os objetos utilizados foram tijolos plasticos de
montagem, cada um com diferentes formas e cores, porém mesmo tamanho. A tarefa
consiste em uma sessao de habituacdo, uma de treino e uma de teste, cada uma com
a duracao de 8 minutos. O tempo explorando o objeto familiar e o objeto novo foi
cronometrado e calculado o escore de discriminagao.

Habituacdo: Os animais foram habituados, por 8 min, ao aparato

comportamental sem a introducdo de objetos, depois foram retornados as suas
gaiolas.

Treinamento: Durante a sessao de treino os animais foram expostos a dois

objetos iguais, com devido tempo de exploragdo sendo mensurado. Foi considerado
exploragao quando o animal inclinar o nariz em relagao ao objeto a menos de 2cm,
indicando o ato de cheirar o objeto. Outras manifestagdes motoras, como morder e
subir sobre o objeto ndo foram considerados como exploragao.

Teste: Apos serem divididos aleatoriamente entre os grupos do protocolo
experimental, foi iniciado a fase de teste. 24h apds o treino, os animais foram

novamente colocados no aparato comportamental e um dos objetos familiares foi
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substituido por um objeto novo. Foi mensurado o tempo de exploracdo de ambos
objetos e, calculado o indice de discriminagao com base na férmula descrita a seguir,
o qual foi utilizado como parametro de memoaria. A analise do tempo de exploracéo de
cada objeto foi realizada por meio de um avaliador as cegas do protocolo

experimental.

([(Tnovo —Tfamiliar)/(Tnovo + Tfamiliar)] *100 (%))

3.3.2 Teste do labirinto em cruz elevado

Apos a realizacdo do reconhecimento de objetos novos, foi iniciada
imediatamente o teste do labirinto em cruz elevado (LISTER, 1987). O teste labirinto
em cruz elevado € um procedimento com o objetivo de avaliar comportamento
ansiolitico e ansiogénico de roedores, devido a tendéncia natural destes animais em
evitar areas abertas (TREIT; MENARD; ROYAN, 1993). O aparato & consistido em
quatro bracos de mesmas dimensdes que se diferem em certos aspectos. Sendo que
dois bragos de sentido vertical e perpendiculares em relacdo a outros dois bragos
horizontais. Além disto, os bragos abertos possuem a finalidade de explorar as
caracteristicas inatas dos camundongos de evitar locais abertos. Os bracgos fechados
possuem uma parede com bordas de vidro de 1 cm de dimensao com e o labirinto é
elevado a uma altura de 50 cm do solo. Por fim, o labirinto possui uma area central na
cor branca e formato quadrado de 10 cm? que provem acesso livre para cada um dos
quatro bracos do aparato.

No inicio do procedimento, o animal foi posicionado no centro do labirinto em
cruz elevado com a face voltada para o brago aberto do aparato, oposto a localizagao
do experimentador e capacidade de explorar livremente o labirinto por 5min. Entrada
em um dos bracgos ¢é definida quando o animal realizar a entrada no brago com todas
as patas ao interior. A avaliagao do procedimento foi realizada pelo pesquisador apés
o procedimento com auxilio das filmagens realizadas por uma camera de celular
sobreposta acima do aparato, de forma que consiga capturar todo o aparato
comportamental. A analise das filmagens e, posterior, foi realizada por meio de um
avaliador as cegas do protocolo experimental. Foi avaliado as seguintes variaveis,
numero total de entrada nos bragos abertos, razdo do tempo de permanéncia nos

bracos abertos pelo tempo de permanéncia nos bracos fechados. Ao inicio do teste e
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antes de qualquer animal posterior ser testado, o aparato comportamental foi
devidamente limpo com solugéo de alcool 30%. O procedimento foi realizado em uma

sala com devida iluminagao.

3.3.3 Subida de escada

O aparato de treinamento utilizado no experimento foi desenvolvido
inicialmente segundo GROSSMAN et al.,, (1997) que com o tempo, algumas
modificagdes ocorreram em seu design inicial (DUNCAN; WILLIAMS; LYNCH, 1998).
O aparelho utilizado possui 100 cm de altura, 20 cm de largura. No topo do aparato,
foi colocada uma caixa de medidas 20 x 20 x 20 cm com as paredes pintadas de preto,
a fim de proporcionar uma melhor adaptacado dos animais ao aparato. A escada possui
uma inclinagdo de 80 ° e 1,5 cm de espaco entre cada degrau, diferente da inicial
proposta de 85° e 2 cm de espagamento de degraus, com esta nova inclinagao e
menor espagamento favoreceu uma boa adaptagdo para os animais realizarem o
exercicio proposto dinamicamente. Uma semana antes do inicio da intervencgéo, os
animais passaram por pesagem individual, bem como a adaptagdo para subir a
escada vertical. O procedimento adotado para a aprendizagem no presente estudo
sofreu algumas adaptagdes devido ao protocolo original ser realizado com ratos.
Nesse sentido devido a utilizagdo de camundongos neste estudo, entendemos que
foram necessarias algumas adaptacdes no aprendizado para subir a escada.

A adaptacéo foi realizada em quatro sessdes, cada uma sendo realizada em
um dia, vinte e quatro horas apods sendo realizada a sessédo de aprendizagem
subsequente.

1 — O animal primeiramente foi colocado na caixa do topo do aparato por 5
minutos.

2 — O animal entdo foi colocado para subir 33 cm de distancia ao topo e
realizou a subida na escada até a caixa, a qual foi permitido que ele continuasse la
por 3 minutos.

3 — O animal foi colocado para subir 66 cm de distancia ao topo e realizou a
subida na escada até a caixa, a qual foi permitido que ele continuasse la por 3 minutos.

4 — O animal foi colocado para subir 100 cm de distancia ao topo e realizou a

subida na escada até a caixa, a qual foi permitido que ele continuasse la por 3 minutos.
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Apods o término da sessao de adaptacgao, o teste de forga maximo foi realizado
24 horas ap6s a sessao de aprendizagem. Cada animal foi devidamente mensurado
a massa corporal com auxilio de uma balanga com precisao de centésimos de grama
(Sf-400) e foram devidamente posicionados na base da escada com uma carga de
80%, utilizando de chumbos de pesca, da massa corporal presa no rabo. Para cada
tentativa realizada com sucesso a carga foi adicionada com 4gr até a realizagédo de
uma tentativa falha, sendo anotada a carga anterior com sucesso. Para cada tentativa
o aparato e caixa foram limpos com alcool 30%. Foi utilizado para analise estatistica
apropriada a carga maxima levantada em uma subida em que o0 animal conseguiu

chegar até a caixa preta no topo do aparato.

3.3.4 Teste de campo aberto

O teste de campo aberto foi conduzido no aparato de reconhecimento de
objetos novos na sessao de habituagao, o objetivo foi verificar se os tratamentos do
presente estudo alteram a atividade locomotora dos animais (WALSH; CUMMINS,
1976) no contexto em que foi realizado o aparato de memoéria e, sendo conduzido de
acordo com HALL (1934). A tarefa foi realizada em uma caixa de madeira com
dimensdes de 30x30x30 cm com paredes pintadas de preto, parede frontal feita de
acrilico e o chao coberto com folha de acetato de vinil etilico. Além disto, foi fornecida
constante iluminacg&o, cerca de 40 luxes através de uma lampada localizada 60 cm
acima do aparelho comportamental. A temperatura da sala foi mantida em cerca de
22°. Cada animal foi colocado no centro do aparato e permitido a percorrer livremente
durante todo o teste sem quaisquer objetos dentro do aparato. O teste foi filmado com
auxilio de uma camera de celular fixada superiormente ao aparato. Foi utilizado o
software Any Maze® com o objetivo de dividir o aparato em duas linhas
perpendiculares, formando quatro quadrantes, e mensurar 0 numero de cruzamentos
em linha que cada animal realizou em uma duragdo de 8 minutos de teste como
parametro de atividade locomotora. A analise das filmagens e, posterior, foi realizada
por meio de um avaliador as cegas do protocolo experimental. O aparelho foi limpo
com alcool etilico 30% antes e imediatamente apds o espaco ser ocupado por cada

camundongo.
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Dia 1 Dia 22 Dia 23
Administragao Memdria Ansiedade Forca Maxima
de DN (s.c.}*

| | | I

19d. 72h. 30" 24h.

Figura 9. Desenho experimental geral. Administracao prolongada de DN durante 19 dias, realizada a
cada trés dias. Apos 25 horas da ultima exposi¢gao os animais foram habituados, treinados e testados
no aparato reconhecimento de objetos, sendo que cada fase possui 24 horas de intervalo. Trinta
minutos apos a realizagéo do teste reconhecimento de objetos, os animais foram testados no labirinto
em cruz elevado. Finalmente, 24 horas apods a realizacdo do aparato de ansiedade, os animais foram
testados na subida de escada.

*Ou 6leo de amendoim, dependendo do grupo experimental.

3.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.4.1 Efeito da administracdo prolongada de decanoato de nandrolona sobre a

performance no teste de memoaria de reconhecimento de objeto

O objetivo deste experimento foi avaliar a administracdo prolongada de
decanoato de nandrolona causa prejuizo sobre a memoria de animais no teste de
memoria de reconhecimento de objeto. Os animais foram tratados com decanoato de
nandrolona (5, 15 ou 50 mg/kg), doses selecionadas de acordo com estudos prévios
(CLARK; MITRE; BRINCK-JOHNSEN, 1995b; MAGNUSSON et al., 2009c; SMITH,;
STACKMAN; CLARK, 1996), ou 6leo de amendoim, por via subcutanea (s.c.) durante
19 dias, a cada trés dias, e foram habituados no aparato comportamental. Vinte e
quatro horas apds a ultima administragao, os animais foram habituados, treinados, e
24h apos foram testados para avaliar o indice de discriminagdo conforme descrito
anteriormente. Com base no calculo do indice de discriminagao, foi verificado se a
administracado prolongada de DN altera a performance no teste de memoria de

reconhecimento de objeto.
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3.4.2 Envolvimento do receptor NMDA no efeito induzido pelo decanoato de

nandrolona na performance no teste de memdria de reconhecimento de objeto

O objetivo deste experimento foi avaliar o envolvimento do receptor NMDA no
efeito da DN sobre a performance no teste de reconhecimento de objetos. Os animais
foram tratados por via subcutanea com DN (dose com efeito per se baseado na curva
de dose), ou por via intraperitoneal de ifenprodil (0,3 mg/kg i.p.), ou a combinagao das
duas drogas. Dose selecionada baseado em estudos prévios (Fruhauf et al., 2015),
durante 19 dias, a cada trés dias. Vinte quatro horas apos a ultima exposi¢ao, os
animais foram habituados e treinados no aparato de reconhecimento de objetos como
descrito anteriormente. Vinte e quatro horas apdés o treino, os animais foram testados
no aparato comportamental e o indice de discriminagdo foi avaliado como descrito

anteriormente.

3.4.3 Efeito da coadministracdo de espermina e ifenprodil sobre o efeito induzido pelo
decanoato de nandrolona na performance no teste de memoria de

reconhecimento de objeto

Para confirmar o envolvimento da subunidade NR2B, do receptor NMDA, no
efeito do DN sobre a performance no teste de memaria de reconhecimento de objetos.
Os animais foram tratados por via subcutdnea com DN (dose com efeito per se
baseado na curva de dose), ou por via intraperitoneal de ifenprodil (0,3 mg/kg i.p.), ou
espermina (0,1 mg/kg i.p), ou a combinacao de duas ou mais drogas, durante 19 dias,
a cada trés dias. Os experimentos em que os animais sdao coadministrados com
ambas drogas, foi padronizado que espermina foi administrada 30 minutos antes de
ifenprodil. Dose selecionada baseado em estudos prévios (Frihauf et al., 2015;
Tomazi et al., 2017). Vinte quatro horas apds a ultima exposi¢cao, os animais foram
habituados e treinados no aparato de reconhecimento de objetos conforme descrito
anteriormente. Vinte e quatro horas apos o treino os animais foram testados no
aparelho comportamental e o indice de discriminagao foi avaliado como descrito

anteriormente.
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3.4.4 Efeito da administragdo de decanoato de nandrolona sobre parédmetros de

ansiedade

O objetivo deste experimento foi avaliar se a administracdo de DN altera
parametros de ansiedade. Os animais foram tratados com decanoato de nandrolona
(5, 15 ou 50 mg/kg), ou 6leo de amendoim, por via subcutanea (s.c.) durante 19 dias,
a cada trés dias. Setenta e duas horas apds a ultima exposigao os foram testados no
labirinto em cruz elevado, 30 minutos apos a realizagédo do teste de reconhecimento
de objetos, os animais foram testados no teste labirinto em cruz elevado conforme
descrito anteriormente com objetivo de verificar alteragdes na ansiedade. Foi avaliado
como parametro de ansiedade as variaveis descritas anteriormente. Com base no
calculo, foi avaliado se a administracdo de decanoato de nandrolona altera o

comportamento de camundongos no labirinto em cruz elevado.

3.4.5 Efeito da administracdo de decanoato de nandrolona na atividade locomotora

O objetivo deste experimento foi avaliar se a administracdo de DN altera a
atividade locomotora. Os animais foram tratados com decanoato de nandrolona (5, 15
ou 50 mg/kg), ou 6leo de amendoim, por via subcuténea (s.c.) durante 19 dias, a cada
trés dias. Vinte e quatro horas ap6s a ultima exposicéo, os animais foram testados no
campo aberto, na fase de habituagédo da tarefa de reconhecimento de objetos para
verificar alteragées na atividade locomotora com o tratamento. Foi mensurada a
atividade locomotora de acordo com as variaveis descritas anteriormente. Com base
no calculo, foi avaliado se a administracdo de decanoato de nandrolona altera a

atividade locomotora no teste de campo aberto.
3.4.6 Efeito da administracao de decanoato de nandrolona sobre a forga maxima

O objetivo deste experimento foi avaliar se a administracédo de DN altera a
forca maxima de camundongos na subida de escada. Os animais foram testados na
subida de escada no periodo pré-tratamento. Posteriormente, os animais foram
administrados de forma prolongada, durante 19 dias a cada trés dias, por via
subcuténea (s.c.), decanoato de nandrolona (DN) 15 mg/kg. Noventa e seis horas
apods a ultima exposicdo de DN, os animais foram testados na subida de escada. Foi

avaliada a forca maxima de acordo com as variaveis descritas anteriormente. Com
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base no calculo, foi avaliado se a administragado de decanoato de nandrolona altera a

forca maxima no teste de subida de escada.

3.4.7 Efeito administracao de decanoato de nandrolona sobre a massa corporal

O objetivo deste experimento foi avaliar se a administracado de DN altera a
massa corporal. Os animais avaliados a massa corporal no periodo pré-tratamento
com uma balancga digital. Posteriormente, os animais foram administrados de forma
prolongada, durante 19 dias, por via subcutanea (s.c.), salina e decanoato de
nandrolona (DN) 15 mg/kg. Noventa e seis horas apés a ultima exposi¢cao de DN, os
animais foram testados na balanca digital para verificar alteragao na massa corporal
no periodo pos tratamento. Foi avaliada a massa corporal de camundongos ao longo
do protocolo experimental, sendo o periodo pré tratamento antes da administracéo de
DN, e o periodo poés tratamento 94 horas apds a ultima exposicao. Com base nas
variaveis descritas anteriormente foi avaliado se a administracdo de decanoato de

nandrolona altera a massa corporal.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de Bartlett-Box para verificar a
homogeneidade das variancias junto ao teste de Kolmogorov-Smirnof ou Shapiro-Wilk
para verificar a normalidade, sendo utilizado o primeiro para experimentos que contém
mais de 30 animais e 0 segundo para experimentos com numero amostral inferior a
30. Foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) de uma via nos experimentos que
envolvem apenas o fator esteroide (decanoato de nandrolona ou veiculo). Duas vias
nos experimentos que envolvem os fatores esteroide (decanoato de nandrolona ou
veiculo) e antagonista da subunidade GIuN2B (ifenprodil ou salina). Ou trés vias nos
experimentos que envolvem os fatores supracitados em conjunto com agonista da
subunidade GIuN2B (espermina ou salina). Também foi realizada a analise de
variancia de medidas repetidas de duas vias nos desfechos de forca maxima e massa
muscular no periodo do tratamento estudado, a fim de encontrar diferengas no
tratamento. A analise post hoc foi realizada pelo teste de Dunnett para comparagdes
multiplas com o grupo controle nos experimentos de curva de dose resposta, bem

como teste de Bonferroni para comparag¢des multiplas em todos os grupos utilizado
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nos experimentos de reversao e reversao da reversao. Além disto, para dados néo
paramétricos foi utilizada o teste de Kruskal Wallis e quando obtida significancia
estatistica, os dados foram submetidos ao teste de Mann-Whitney para diferengas
entre os grupos. Os valores serdo considerados significantes quando p<0,05 e os
resultados serdo expressos como média = erro médio padrao para dados

paramétricos, e mediana e intervalos interquartis para dados nao paramétricos.
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4 RESULTADOS

4.1 Decanoato de nandrolona prejudica a performance no teste de memoria de
reconhecimento de objetos novos.
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Figura 10. Administragéo prolongada de decanoato de nandrolona prejudica a performance no teste de
memoria de reconhecimento de objetos novos. Camundongos foram administrados com decanoato de
nandrolona (5,15 ou 50mg/kg) ou veiculo (6leo de amendoim) a cada terceiro dia, durante 19 dias de
experimento. Vinte e quatro horas apds foram habituados, treinados e posteriormente testados a fim
de verificar a performance de memoria no aparato de reconhecimento de objetos novos. # p< 0,05
comparado com o grupo controle através da analise one-way ANOVA e post hoc de Dunnett. Dados
estdo representados por média+ erro padrdo do indice de discriminagdo na sessao de teste (n = 5-7
animais, em cada grupo).

A Figura 10 mostra o efeito da administracdo prolongada de DN (5,15 ou
50mg/kg) ou 6leo de amendoim (controle) a cada trés dias, durante 19 dias na
performance de memoria no teste de reconhecimento de objetos. Analise estatistica
(one-way ANOVA) do indice de discriminagao no teste revelou um efeito significativo
do tratamento F (3.21) = 5,93; P< 0,005. O teste de Dunnett revelou que as doses de 5 e
15mg/kg apresentaram diferencgas significativas no indice de discriminagéo na tarefa
de reconhecimento de objetos para o grupo controle. Esse resultado sugere que a

administracao prolongada de DN prejudica a performance no teste de reconhecimento
de objetos.
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4.2 Ifenprodil previne o prejuizo de memdéria induzido pela administragao de

decanoato de nandrolona
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Figura 11. Administragdo prolongada de ifenprodil previne o prejuizo de meméria induzido por
decanoato de nandrolona no teste de memoaria de reconhecimento de objetos novos. Camundongos
foram administrados com ifenprodil (0,3 mg/kg i.p.) ou solugdo salina 0,9% e/ou decanoato de
nandrolona (15 mg/kg s.c.) ou veiculo (6leo de amendoim s.c.) a cada trés dias, durante 19 dias de
experimento. Vinte e quatro horas apds foram habituados, treinados e posteriormente testados a fim
de verificar a performance de memaria no aparato de reconhecimento de objetos novos. # p< 0,0001
comparado com o grupo controle através da analise de two-way ANOVA e post hoc de Bonferroni.
Dados estéo representados por média+ erro padrdo do escore de preferéncia na sesséo de teste (n =

7-9 animais, em cada grupo).

A Figura 11 mostra que a administragao prolongada de ifenprodil (0,3 mg/kg
i.p.) previne o efeito da administracdo prolongada de DN (15 mg/kg) a cada trés dias,
durante 19 dias na performance de memoria no teste de reconhecimento de objetos.
Analise estatistica (two-way ANOVA) do indice de discriminagcdo no teste
reconhecimento de objetos revelou uma interagcédo significativa entre os fatores
decanoato de nandrolona e ifenprodil F (1,26) = 26,87; P< 0,0001. A analise post hoc
de Bonferroni revelou que os indices de discriminagdao na presenca de esteroide e

antagonista GIuN2B (DN e ifenprodil, respectivamente) ndo apresentam diferengas
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significativas para o grupo auséncia de esteroide e antagonista GIuN2B (DN e
ifenprodil, respectivamente). Entretanto, o grupo presenga de esteroide (DN) e
auséncia de antagonista GIuUN2B (ifenprodil), apresenta diferenga significativa para
com os outros grupos. Esse resultado sugere que a administragdo prolongada de
ifenprodil previne o prejuizo na performance do teste reconhecimento de objetos

induzido pela administragao prolongada de DN.

4.3 Espermina reverte parcialmente o efeito protetor do ifenprodil
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Figura 12. Espermina reverte a prevengdo de memoria induzida pela coadministragdo prolongada de
ifenprodil e decanoato de nandrolona no teste de memodria de reconhecimento de objetos.
Camundongos foram coadministrados com espermina (0,1 mg/kg) trinta minutos antes de ifenprodil
(0,3 mg/kg i.p.) ou solucao salina 0,9% e/ou decanoato de nandrolona (15 mg/kg s.c.) ou veiculo (éleo
de amendoim s.c.) a cada trés dias, durante 19 dias de experimento. Vinte e quatro horas apés foram
habituados, treinados e posteriormente testados a fim de verificar a performance de memoria no
aparato de reconhecimento de objetos novos. Letras diferentes indicam diferencas significativas
encontradas na analise three-way ANOVA (p< 0,05) e post hoc de Bonferroni. Dados estdo
representados por média+ erro padrao do indice de discriminagédo na sesséo de teste (n = 6 animais,

em cada grupo).
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A Figura 12 mostra que a administragao prolongada de espermina (0,1 mg/kg
i.p.) reverte parcialmente a prevencao de memoaria induzida por ifenprodil (0,3 mg/kg).
A andlise estatistica (three-way ANOVA) do indice de discriminacao revelou interagéo
significativa entre os fatores presenga de decanoato de nandrolona, espermina e
ifenprodil F (1,32) = 9,13; P= 0,005; Effect Size: 0,22. A analise post hoc de Bonferroni
revelou efeito significativo dos indices de discriminagdo dos grupos presenca de
esteroide, antagonista e agonista GIuN2B (DN, ifenprodil e espermina,
respectivamente) para com o grupo presenca de esteroide e antagonista GIuN2B (DN,
ifenprodil, respectivamente) e auséncia de agonista GIuUN2B (espermina). Esse
resultado sugere que os trés fatores modificam o efeito do outro, em outras palavras,
a administracdo de espermina reverte parcialmente o efeito protetor realizado pelo

ifenprodil.

4.4 Decanoato de nandrolona altera a ansiedade de camundongos no teste de

labirinto em cruz elevado
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Figura 13. Administragao prolongada de decanoato de nandrolona altera a ansiedade de animais no teste
de labirinto em cruz elevado. Camundongos foram administrados com decanoato de nandrolona (5,15
ou 50mg/kg) ou veiculo (6leo de amendoim) a cada terceiro dia, durante 19 dias de experimento. Setenta
e duas horas apés os animais foram testados a fim de verificar alteragdo na ansiedade no aparato
labirinto em cruz elevado. # p< 0,05 comparado com o grupo controle através do teste de Mann-Whitney.
A - Dados estao representados por média+ erro padrdo do numero de entradas nos bragos abertos no
labirinto em cruz elevado. B - Dados estado representados por mediana e intervalo interquartil da razao
do tempo de permanéncia no brago aberto e fechado no labirinto em cruz elevado (n = 6-7 animais, em

cada grupo).

E mostrado na Figura 13 que a administragdo prolongada de DN (50 mg/kg) a
cada trés dias, durante 19 dias altera a ansiedade de animais no teste de labirinto em
cruz elevado. A analise estatistica (one-way ANOVA) do numero de entradas nos
bracos abertos (Figura 13 A) ndo apresentou efeito significativo no tratamento com DN
em comparagdo ao grupo controle (6leo de amendoim) F (320 = 2,11; P> 0,05.
Entretanto, analise estatistica (Kruskall-Wallis) da razdo de tempo (Figura 13 B) revelou
um efeito significativo na dose de 50 mg/kg em comparacgao ao grupo controle (6leo de
amendoim) (K= 8,76; P< 0,05). O teste de Mann-Whitney revelou um efeito significativo
do grupo 50 mg/kg em comparacéo ao grupo controle (6leo de amendoim) (U= 6,5;
P<0,05). Entretanto, o teste de Mann-Whitney n&o apresentou efeito significativo dos
grupos 15 mg/kg (U= 12; P>0,05) e 5 mg/kg (U= 20; P>0,05) em comparagao ao grupo

controle (6leo de amendoim). Esse resultado sugere que a administragao de DN altera
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o comportamento ansioso apenas na dose de 50 mg/kg. Nesse sentido, a dose DN
utilizada no presente estudo para a tarefa de reconhecimento de objetos foi a dose de
15 mg/kg, a qual ndo apresentou efeito per se sobre ansiedade. Portanto os efeitos
observados no teste de reconhecimento de objetos ndo podem ser atribuidos a uma

alteracao neste estado interoceptivo do animal na tarefa.

4.5 Decanoato de nandrolona e ifenprodil ndo alteram a ansiedade de camundongos
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Figura 14. Administragao prolongada de decanoato de nandrolona e ifenprodil ndo altera a ansiedade
de camundongos no labirinto em cruz elevado. Camundongos foram administrados por 19 dias com
decanoato de nandrolona (15 mg/kg) e/ou ifenprodil (0,3 mgi.p.) a cada trés dias. Setenta e duas horas
apos, foram testados no labirinto em cruz elevado, realizado 30 minutos apdés o teste de
reconhecimento de objetos, para obtengéo para obtengdo do niumero de entradas nos bragos abertos
(A) e da razao entre tempo de permanéncia no brago aberto e fechado (B) a fim de verificar quaisquer
alteragdes na ansiedade com o tratamento experimental. Dados estado representados por média e erro

padrao do numero de entradas e razao do tempo no labirinto em cruz elevado.

De acordo com a figura 14 € mostrado que a administragao prolongada de DN
(15 mg/kg) e/ou ifenprodil (0,3 mg/kg) ndo alteram o niumero de entradas e a razao de
tempo de camundongos no labirinto em cruz elevado. Analise estatistica (two-way
ANOVA) do numero de entradas (Figura 14 A) n&o revelou interagcéo entre os fatores
F (1.26) = 1,32; P> 0,05, bem como efeito principal dos tratamentos antagonista F (1,26)
= 0,53; P>0,05; Effect Size= 0,001; e do tratamento esteroide F (126) = 0,77. Em
adicao, analise estatistica (two-way ANOVA) da razdo de tempo (Figura 14 B) néo
revelou interagao entre os fatores F (1,27) = 1,55; P> 0,05, bem como efeito significativo
do tratamento antagonista GIuN2B (ifenprodil) F (1,26) = 0,10; P> 0,05; e do tratamento
esteroide (DN) F (1.26) = 0,50; P> 0,05. Esse resultado sugere que a administragéo
prolongada de DN e ifenprodil, ou somente um dos tratamentos nio alteram a

ansiedade de animais no labirinto em cruz elevado.



48

4.6 Decanoato de nandrolona, ifenprodil e espermina nao alteram a ansiedade de

camundongos
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Figura 15. Administragdo prolongada de decanoato de nandrolona, ifenprodil € espermina n&o alteram
a ansiedade de camundongos no labirinto em cruz elevado. Camundongos foram coadministrados com
espermina (0,1 mg/kg) trinta minutos antes de ifenprodil (0,3 mg/kg i.p.) ou solugéo salina 0,9% e/ou
decanoato de nandrolona (15 mg/kg s.c.) ou veiculo (6leo de amendoim s.c.) a cada trés dias, durante

19 dias de experimento. Trinta minutos apds o aparato de reconhecimento de objetos novos, os animais
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foram testados no labirinto em cruz elevado para obtencado do nimero de entradas nos bragos abertos
(A) e razado entre tempo de permanéncia no brago aberto e fechado (B) a fim de verificar quaisquer
alteragdes na ansiedade com o tratamento experimental. Dados estdo representados por média+ erro

padréo do indice de discriminacdo na sessao de teste (n = 6 animais, em cada grupo).

A figura 15 mostra que a administracdo prolongada de espermina e/ou
ifenprodil (0,3 mg/kg) e/ou DN (15 mg/kg) a cada trés dias, nao altera o numero de
entradas e a razao de tempo no labirinto em cruz elevado. A analise estatistica (three-
way ANOVA) nado revelou interagdo significativa entre os fatores decanoato de
nandrolona, espermina e ifenprodil do numero de entradas (Figura 15 A) F (1,32) =
0,324; P> 0,05; bem como da razao do tempo de permanéncia no brago aberto pelo
fechado (Figura 15 B) F (1,32) = 0,271; P> 0,05. Além disto, ndo foi revelado efeito
significativo do fator nandrolona no numero de entradas [F (1,32) = 0,324; P>0,05] e na
razédo de tempo [F (1,32) = 0,479; P>0,05]. Também nao foi revelado efeito significativo
do fator ifenprodil no numero de entradas [F (1,32) = 0,241; P>0,05], e na razao de
tempo [F (1,32) = 2,606; P>0,05], e finalmente do fator espermina ifenprodil no nimero
de entradas [F (1,32) = 0,719; P>0,05], e na raz&o de tempo [F (1,32) = 0,152; P>0,05].
Esse resultado sugere que a administragao de espermina, ifenprodil e DN n&o alteram
o comportamento ansioso de camundongos, bem como os trés fatores ndo modificam

o efeito dos outros na ansiedade.
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4.7 Decanoato de nandrolona nao altera a atividade locomotora de camundongos
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Figura 16. Administracao prolongada de decanoato de nandrolona nao altera a atividade locomotora de
animais no teste de campo aberto. Camundongos foram administrados com decanoato de nandrolona
(5,15 ou 50mg/kg) ou veiculo (6leo de amendoim) a cada terceiro dia, durante 19 dias de experimento.
Vinte e quatro horas apds, os animais serdo submetidos a fase de habituagdo, como um teste de campo
aberto, a fim de verificar alteragdo na atividade locomotora. Dados estéo representados por média+ erro

padrdo do numero de cruzamentos no teste de campo aberto.

De acordo com a Figura 16 é mostrado que a administragdo prolongada de DN
(5, 15 e 50 mg/kg) a cada trés dias, durante 19 dias nao altera a atividade locomotora
de animais no teste de campo aberto. Analise estatistica (one-way ANOVA) do niumero
de cruzamentos nao apresentou efeito significativo do tratamento em comparagao ao
grupo controle (6leo de amendoim) F (321) = 0.24; P>0,05. Esse resultado sugere que a
administragao prolongada de DN n&o altera a atividade locomotora dos animais no teste

de campo aberto.
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4.8 Decanoato de nandrolona e ifenprodil ndo alteram a atividade locomotora de

camundongos
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Figura 17. Administracdo prolongada de decanoato de nandrolona e/ou ifenprodil ndo alteram a
atividade locomotora de animais no teste de campo aberto. Camundongos foram administrados com
decanoato de nandrolona (15 mg/kg s.c.) e/ou ifenprodil (0,3 mg/kg i.p.) a cada terceiro dia, durante 19
dias de experimento. Vinte e quatro horas apds, os animais serdo submetidos a fase de habituagao,
como um teste de campo aberto, a fim de verificar alteragdo na atividade locomotora. Dados estédo

representados por média+ erro padrao da distancia total percorrida no teste de campo aberto.

De acordo com a Figura 17 é mostrado que a administragdo prolongada de
DN (15 mg/kg) e/ou ifenprodil (0,3 mg/kg) a cada trés dias, durante 19 dias nao altera
a atividade locomotora de animais no teste de campo aberto. Analise estatistica (fwo-
way ANOVA) do numero de cruzamentos ndo apresentou interacao entre os fatores
Fa27y = 0,81; P<0,05, bem como nao relevou efeito significativo dos tratamentos
antagonista (ifenprodil) F (127) = 0,28; P< 0,05; e tratamento esteroide (DN) F (1,27) =
0,021; P< 0,05 . Esse resultado sugere que a administragao prolongada de DN e/ou

ifenprodil ndo alteram a atividade locomotora dos animais no teste de campo aberto.
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4.9 Decanoato de nandrolona, ifenprodil e espermina nao alteram a atividade

locomotora de camundongos
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Figura 18. Administragdo prolongada de decanoato de nandrolona, ifenprodil e espermina nio alteram
a atividade locomotora de camundongos no teste de campo aberto. Camundongos foram
coadministrados com espermina (0,1 mg/kg) e/ou ifenprodil (0,3 mg/kg i.p.) ou solugéo salina 0,9% e/ou
decanoato de nandrolona (15 mg/kg s.c.) ou veiculo (6leo de amendoim s.c.) a cada trés dias, durante
19 dias de experimento. Vinte e quatro horas apés a ultima administracdo de decanoato de nandrolona,
os animais foram testados no campo aberto para obtengao do nimero de cruzamentos a fim de verificar
quaisquer alteragdes na atividade locomotora com o tratamento experimental. Dados estédo
representados por média+ erro padrdo do nimero de cruzamentos no teste de campo aberto (n = 6

animais, em cada grupo).

A figura 18 mostra que a administracdo prolongada de espermina e/ou
ifenprodil (0,3 mg/kg) e/ou DN (15 mg/kg) a cada trés dias, ndo altera o numero de
cruzamentos no teste de campo aberto. A analise estatistica (three-way ANOVA) do
numero de cruzamentos nao revelou interacao significativa entre os fatores decanoato
de nandrolona, espermina e ifenprodil F (1,32 = 0,07; P> 0,05. Além disto, ndo foi
revelado um efeito significativo do fatore decanoato de nandrolona F (1,32) = 0,749 P>
0,05; do fator ifenprodil F (1,32) = 0,471; P> 0,05; e finalmente no fator espermina F (1,32
=0,043; P> 0,05. Esse resultado sugere que a administragao de espermina, ifenprodil
e DN nao alteram a atividade locomotora de camundongos, bem como n&o um fator

nao modifica o efeito dos outros fatores na atividade locomotora.
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4.10 Decanoato de nandrolona nao altera a forga maxima de camundongos
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Figura 19. Administracdo prolongada de decanoato de nandrolona nao altera a forca maxima de
camundongos no aparato de subida de escada. Camundongos foram testados no aparato de subida
de escada para obtencdo dos escores de forca maxima pré-tratamento; apds, foi realizada a
administracéo prolongada de DN (15 mg/kg s.c.) a cada terceiro dia, durante 19 dias de experimento.
Noventa e seis horas apds, os animais foram testados novamente no aparato de subida de escada a
fim de verificar alteragdo na forca maxima. Dados estao representados por média da forga maxima no

teste de subida de escada.

A figura 19 mostra que a administragdo prolongada de DN (15 mg/kg) ndo
altera a forca maxima de camundongos na subida de escada no periodo pré-
tratamento e pos tratamento. Anadlise estatistica (two-way ANOVA-repeated
measures) da forca maxima levantada no periodo experimental ndo apresentou
interacdo significativa entre os fatores decanoato de nandrolona e periodo de
tratamento F (127) = 0,68; P>0,05. Entretanto, foi revelado um efeito significativo do
periodo pré e pos tratamento na forca maxima no aparato subida de escada F (1,27) =
183,5; P<0,001. Esse resultado sugere que embora os animais aumentem sua for¢a
maxima no periodo de 23 dias de tratamento, esse aumento ndo é causado devido a

utilizacdo de DN.
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4.11 Decanoato de nandrolona nao altera a massa corporal de camundongos
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Figura 20. Administragcdo prolongada de decanoato de nandrolona n&o altera a massa corporal de
camundongos. Camundongos foram pesados para obtengdo da massa corporal pré-tratamento; apos,
foi realizada a administragao prolongada de DN (15 mg/kg s.c.) a cada terceiro dia, durante 19 dias de
experimento. Noventa e seis horas apds, os animais foram pesados novamente a fim de verificar

alteragcdo na massa corporal. Dados estao representados por média da massa corporal.

De acordo com a figura 20 a administracdo de DN ndo alterou a massa
corporal de camundongos no periodo pré-tratamento e pds tratamento. Analise
estatistica (two-way ANOVA-repeated measures) da massa corporal ndo revelou
interacao do tratamento decanoato de nandrolona e periodo de tratamento F (1,27) =
0,10; P< 0,05. Todavia, foi revelado efeito significado do periodo experimental na
massa corporal dos camundongos F (1,27) = 624,52; P<0,0001. Esse resultado sugere
que embora a massa corporal aumente nos periodos do tratamento, a administragao

de DN nao é responsavel por tal efeito.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo mostramos que: 1) a administragdo prolongada de DN
prejudica a performance na tarefa de reconhecimento de objetos em camundongos;
2) o efeito deletério da administragao prolongada de DN (15 mg/kg) foi prevenido pela
coadministragéo de ifenprodil; 3) o efeito do ifenprodil foi parcialmente revertido pela
administracao de espermina; 4) o DN administrado de forma prolongada na dose de
50 mg/kg tem efeito ansiogénico, enquanto o ifenprodil e a espermina nao apresentam
tal efeito; 5) as administragdes prolongada de DN, ifenprodil e espermina n&o alteram
a atividade locomotora e 6) a administracéo prolongada de DN (15 mg/kg) ndo altera
a forca maxima e a massa corporal de camundongos.

Nossos resultados mostram que a administragao prolongada de DN (5 e 15
mg/kg) prejudica a performance de memoria de camundongos no aparato
reconhecimento de objetos e, estdo de acordo com estudos prévios da literatura que
mostram que a exposicao de animais a DN (15 mg/kg s.c.), de forma crénica,
prejudica a memoria espacial e de trabalho (KOUVELAS et al., 2008; MAGNUSSON
et al., 2009b). De forma aguda, a administracdo de duas doses de DN (73 € 219 mM
i.c.v.) prejudicam a aquisicdo da memoria no aparato esquiva passiva (ZAREI et al.,
2018), e a consolidacédo da memdria no labirinto radial (KARAMIAN et al., 2014).
Nossos resultados apontam que a administracdo de DN, em dose mais elevada (50
mg/kg), ndo apresenta efeito sobre a performance no teste de reconhecimento de
objetos. Nesse sentido, estudos suportam que os EAA, incluindo a DN, podem
apresentar efeitos bifasicos na memaoria (KARAMIAN et al., 2014; ZAREI et al., 2018),
0 que explica o fato da maior dose do presente estudo ndao apresentar o mesmo efeito
que doses inferiores.

Além disso, estudos prévios mostram que a administragao de um coquetel de
EAA (ND, testosterona e derivados) nao apresenta prejuizo sobre a performance de
ratos no teste de labirinto aquatico de Morris (CLARK; MITRE; BRINCK-JOHNSEN,
1995a; SMITH; STACKMAN; CLARK, 1996). Tem sido sugerido que a DN pode sofrer
menor agao da enzima aromatase e, consequentemente, ser convertida em menor
magnitude em estrogénio em comparacéo a testosterona (KURLING-KAILANTO et
al., 2010; MOTTRAM; GEORGE, 2000). De fato, a literatura suporta possiveis efeitos
neuroprotetores do estrogénio (KOYUNCUOGLU et al., 2019; ZHANG et al., 2014),

sua deficiéncia relacionado a perda de memoéria (PANDEY et al., 2020), bem como
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revisbes mostram a associagdo aos processos de aprendizagem, memoria e
neurogénese (DUARTE-GUTERMAN et al., 2015). Portanto, sugere-se que a
utilizacdo de EAA com diferentes caracteristicas farmacologicas nos protocolos
experimentais, possam interferir no efeito sobre a performance na tarefa de memoaria
estudada. Recentemente foi mostrado por Salimi e colaboradores (2019) que uma
unica exposicéo intracerebroventricular de micro dose de DN ( 60 pg por rato i.c.v.)
pode melhorar a memoéria. Esta divergéncia possivelmente pode ser explicada devido
ser improvavel que uma unica exposicao de DN, em dose fisiolégica, ira desencadear
excitotoxidade mediada via ativagao glutamatérgica, e prejudicar a memoria de
animais conforme protocolos mais prolongados.

A administracao de ifenprodil preveniu o prejuizo de meméria induzido pela
DN na tarefa de reconhecimento de objetos. O ifenprodil € um antagonista dos NMDAr
que possui 100 vezes mais seletividade para a subunidade GIuN2B (WILLIAMS,
1993), e liga-se a interface N-terminal dos dimeros GuN1/GIuN2B (BHATT et al.,
2013). Além disto, evidéncias mostram que o ifenprodil pode aumentar a sensibilidade
por protons de receptores que contém as subunidades GIUN1/GIuN2b (MOTT et al.,
1998; PAHK; WILLIAMS, 1997; WHITTEMORE et al., 1997; ZHENG et al., 2001),
restringir a mudanga do receptor para um estado conformacional ativo e atenuar a
probabilidade de abertura dos canais (BHATT et al.,, 2013). De fato, um estudo
demonstrou que as arquiteturas dos lobos do NTD da subunidade GIuN2B se alteram
conformacionalmente com a presenca de ifenprodil para um estado fechado
(KARAKAS; SIMOROWSKI; FURUKAWA, 2011), representando um estado funcional
inibido. Tem sido mostrado por cristalografia de raios X, crio-microscopia eletrdnica
de particula unica e eletrofisiologia que o ifenprodil altera o estado conformacional das
estruturas que compdem o NTD dos dimeros GIuN1/GIuN2B do NMDAr. Na presenca
de ifenprodil: 1) ocorre um fechamento da estrutura bi-lébica da subunidade GluN2B
em ~20° 2) uma aproximagao no lobo superior GIuN1 em encontro do lobo inferior
GIuN2B; e 3) um rearranjo que envolve uma rotagdo de ~15° de uma subunidade em
diregao a outra (TAJIMA et al., 2016), sendo que estas alteracbes conformacionais
sao essenciais para a inibicdo da condutancia elétrica observadas na presenca de
ifenprodil. Em outras palavras, devido a ligagdo do antagonista os NMDAr
permanecem com os canais idnicos fechados mesmo na presencga de glutamato. Além
disso, no pH fisiolégico, cerca de 50% dos NMDAr que contém GIuN2B s&o inibidos
(MONY et al., 2009b; TRAYNELIS; HARTLEY; HEINEMANN, 1995b), diminuindo a
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formagdo de correntes ibnicas mediadas via NMDAr, que contém os dimeros
GIuN1/GIuN2B.

Interessantemente, a DN pode aumentar a fosforilagdo das subunidades
GIuN2A e GIuN2B (ROSSBACH et al., 2007b) do receptor NMDA, facilitar a
transmissao glutamatérgica e elevar os niveis de glutamato (KALININE et al., 2014).
Além disto, ja esta bem estabelecido na literatura que o aumento excessivo de Ca?*
mediados via NMDAr esta relacionado com processos neurodegenerativos
(ARUNDINE; TYMIANSKI, 2003; BEZPROZVANNY, 2009; PCHITSKAYA;
POPUGAEVA; BEZPROZVANNY, 2018; VELASCO, 2011) e degradagdo de
proteinas quinases envolvidas no processo de aprendizado e meméria (TRINCHESE
et al.,, 2008; VOSLER; BRENNAN; CHEN, 2008). Nesse sentido, de acordo com
evidéncias que mostram uma maior ativagdo glutamatérgica induzida pela DN; o
ifenprodil previne o déficit de memoaria induzido pela DN, e que o ifenprodil € um
antagonista seletivo para subunidades GIuN2B dos NMDAr, pode-se sugerir que a
ativacdo anormal das subunidades GIUN2B é responsavel pelo déficit de memoria em
protocolos prolongados de exposigdo a DN. Entretanto, tem sido proposto
recentemente que em protocolo agudo o mecanismo do prejuizo na evocagao de
memoria induzido por DN envolve a proteina fosfatase calcineurina (MORADPOUR et
al., 2019). Entretanto, € possivel que em protocolos prolongados possa haver um
mecanismo adaptativo quanto ao prejuizo na plasticidade sinaptica reportado por
MORADPOUR e colaboradores, ( 2019) . Sugerindo que processos crbnicos estao
mais envolvidos em tais prejuizos cognitivos, como por exemplo mecanismos
apoptoticos.

Nossos resultados mostram que espermina reverte parcialmente o efeito
protetor de ifenprodil no prejuizo, induzido por DN, na performance do teste de
reconhecimento de objetos. Estes achados se encontram em acordo com estudo
prévio da literatura que mostrou que em contextos de elevada excitotoxicidade,
mediada via NMDAr, a facilitagao do sistema poliaminérgico pode agravar os prejuizos
de memoaria induzido pelo peptideo 3-amiloide, bem como a prevengao do prejuizo de
memoria foi realizada por antagonistas seletivos GIuN2B, como traxopodil (GOMES
et al., 2014). Além disto, tem sido apontado que devido a administragdo do peptideo
B-amiloide, ocorre uma maior biossintese de poliaminas (GOMES et al., 2010; INOUE
etal., 2013; YATIN et al., 1999) e prejuizo de memoria, no qual a inibicao desta sintese

pode atenuar tais déficits de memoaria. Interessantemente, a literatura suporta efeitos
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neurotoxicos da administragéo prolongada de DN (BRANNVALL et al., 2005; CARACI
et al., 2011; ORLANDO et al., 2007). Consequentemente, ndo se pode descartar a
hipotese de que a administragéo prolongada de DN possa aumentar a biossintese das
poliaminas, sendo estas responsaveis pela maior facilitacdo dos NMDAr que contém
a subunidade GIuN1/Glu2B. Tem sido proposto que as poliaminas podem alterar o
estado conformacional dos dominios NTD, das subunidades GIluN1/GIluN2B, de
dessensibilizado, induzido pelo antagonista, a um estado conformacional ativo. De
fato, no estado ativo os NTD das subunidades GluN1 e GIuN2B se encontram abertos
conformacionalmente e se aproximam até ficarem intimamente associadas. Em outras
palavras, as poliaminas podem aliviar a repulsao eletroestatica entre a protonacao
encontrada na interface do NTD destes dimeros, aproximando e estabilizando as
subunidades em um estado mais sensibilizado ao glutamato (MONY et al., 2011). Por
fim, uma vez que ifenprodil pode se ligar a outro receptor além dos NMDAr, tais como
receptores alfa-1-adrenérgicos (CHENARD et al., 1991; YOUNG et al., 1981), nossos
achados contribuem para uma maior evidéncia da participagdo das subunidades
GIuN2B no efeito deletério de DN na performance do teste de reconhecimento de
objetos, visto que mostram que espermina reverteu parcialmente o efeito protetor de
ifenprodil.

Nossos achados que mostram que a administragéo prolongada de espermina
reverte parcialmente o efeito do ifenprodil, no déficit de memoria, estdo de acordo com
estudos prévios da literatura que descrevem uma interagao negativa entre o sitio de
ligacao das poliaminas no NMDAr e o sitio de ligagao para o ifenprodil (KEW; KEMP,
1998). Nesse sentido, as mudangas conformacionais induzidas pelas poliaminas
podem interferir na ligagdo do ifenprodil na subunidade GIuN2b visto que tem-se
sugerido que a ligacao do ifenprodil na interface dos dimeros desta subunidade requer
uma mudanga conformacional do dominio NTD (BURGER et al., 2012; KARAKAS;
SIMOROWSKI; FURUKAWA, 2011; KEW; TRUBE; KEMP, 1996).

Nossos achados mostram que a administragdo subcuténea de DN (50 mg/kg
s.c.), apresenta efeito ansiogénico em camundongos. Nossos resultados estdo em
acordo com estudos prévios que mostram que a administragdo créonica de DN
aumenta a ansiedade em ratos, visto que diminuem o numero de entradas e tempo
de permanéncia nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado (JOKSIMOVIC et
al., 2019; ROSIC et al., 2014; SELAKOVIC et al., 2017). Além disto, EI-Shamarka e

colaboradores (2020) mostram que a administragao cronica de DN, realizada todos os
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dias na dose de 15 mg/kg, durante um més, causa aumento da ansiedade através da
diminui¢cado do tempo de permanéncia e numero de entradas nos bragos abertos do
labirinto em cruz elevado. Entretanto, nossos resultados ndo mostram efeito
ansiogénico de DN (5 e 15 mg/kg s.c.). Esta diferenga possivelmente pode ser
explicada devido ao menor tempo de duracdo do protocolo experimental e a
frequéncia de exposi¢cao do animal a droga no presente estudo. De fato, uma vez que
nos estudos citados anteriormente o protocolo experimental envolve administragoes
de DN por periodos mais prolongados e frequéncia de administragdo mais elevada e,
considerando o tempo de meia vida de DN, 8 dias em humanos (SINGH et al., 2014),
logo em roedores este tempo seria ligeiramente menor, entretanto ainda sim pode-se
ser caracterizado como um farmaco de elevada meia vida. Nesse sentido, € possivel
que o animal seja exposto a concentragdes superiores de DN, em comparacao a
mesma dose utilizada no presente trabalho. Portanto, € possivel que o efeito
ansiogénico da DN se dé devido a diferencas em relagdo ao procedimento
experimental.

O mecanismo pelo qual a DN pode aumentar a ansiedade nado esta bem
descrito na literatura. E mostrado que enquanto a DN pode aumentar a transmissao
gabaérgica no nucleo ventromedial do hipotalamo, pode inibir na area pré-optica
(McCarthy, 1995). Nesse sentido, tem sido mostrado que a inibicdo da transmissao
gabaérgica no hipotalamo estdo associadas a respostas comportamentais
ansiogénicas (A Shekhar, 1993) no labirinto em cruz elevado. Portanto, é possivel que
o efeito ansiogénico observado com a administracao prolongada de DN seja mediado
via alteracao na transmissao gabaérgica, sendo necessario estudos que investiguem
tais efeitos. Por fim, uma vez que nosso tratamento foi realizado antes do treino e,
consequentemente, poderia causar alteragdes ansiogénicas nos animais € com isso
alterar o desfecho mneménico da tarefa de reconhecimento de objetos (MCGAUGH,
2015), foi realizado o labirinto em cruz elevado a fim de escolher uma dose de DN que
nao apresentasse efeito per se na ansiedade dos animais. Entretanto, ndo se pode
descartar interferéncia de quaisquer outros estados interoceptivos que possam inferir
no indice de discriminagéo.

Nossos achados mostram que a administragcédo prolongada de ifenprodil, DN,
espermina ou a combinagdo de duas ou mais drogas n&o alteram a ansiedade de
camundongos no labirinto em cruz elevado. Entretanto, tem sido mostrado que

antagonistas dos NMDAr produzem comportamentos ansioliticos de animais (Liu et
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al., 2009; Salunke, Umathe, & Chavan, 2014; Tonetto, Terzian, Del Bel, Guimaraes, &
Resstel, 2009Walia, Garg, & Garg, 2019; Zarrindast, Nasehi, Pournaghshband, &
Ghorbani Yekta, 2012), especialmente ifenprodil (MIKOLAJCZAK et al., 2003). Esta
diferenga, possivelmente, pode ser atribuida a utilizacdo de diferentes doses e tempo
de exposicao ao ifenprodil no protocolo experimental. Além disto, uma vez que a
alteracdo da ansiedade pode interferir no indice de discriminacdo da tarefa de
reconhecimento de objetos, mesmo ndo sendo um componente mnemodnico do
aparato, é importante que as doses de DN (15 mg/kg), ifenprodil (0,3 mg/kg) e
espermina (0,1 mg/kg) utilizadas n&o alterem o comportamento ansioso dos animais,
visto que podem interferir na motivagdo do animal na realizagédo do treino e teste do
aparato (MCGAUGH, 2015). Por fim, coerente com a auséncia de efeito na ansiedade
da administracdo de ifenprodil na apresentada neste estudo, foi encontrado um
tamanho de efeito de 0,001.

Uma vez que a atividade locomotora pode influenciar o indice de discriminagao
dos animais na tarefa de reconhecimento de objetos, especialmente por nao se incluir
como um componente mnemdnico da tarefa, monitoramos o efeito de nossos
tratamentos no numero de cruzamentos no campo aberto, como forma de verificagao
da atividade locomotora dos animais. Uma vez que nossos tratamentos com DN (5,
15 e 50 mg/kg), ifenprodil (0,3 mg/kg) ou espermina (0,1 mg/kg) n&o alteraram o
numero de cruzamentos dos animais no teste de campo aberto, os resultados
apresentados neste estudo ndo podem ser associados a alteracées na locomogao ou
coordenacgao dos animais. Este achado encontra-se em concordancia com estudo de
Frahauf et al., (2015) que mostrou que a administragao de ifenprodil e espermina nao
alteram a atividade locomotora de camundongos no campo aberto. Além disso, a
literatura mostra-se controversa em relacao ao efeito da administragdo de DN sobre a
atividade locomotora em roedores. Enquanto estudos apresentam resultados
similares aos presentes achados (SALVADOR et al., 1999), outros mostram que a
administracdo de EAA pode aumentar a atividade locomotora de ratos (VAN ZYL;
NOAKES; LAMBERT, 1995).

Ademais, nossos achados mostram que a administragao prolongada de DN (15
mg/kg) ndo altera a forca maxima na subida de escada e a massa corporal de
camundongos. Apesar da massa corporal ter aumentado significativamente no
periodo pré e pos tratamento, nossos achados ndo mostram efeito significativo do

tratamento no mesmo periodo. Da mesma forma, tem sido mostrado que a
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administracao de DN, em pacientes humanos com imobilizacdo de membros inferiores
nao possuiu efeito na prevencdo da perda de forga muscular e hipertrofia
(HORSTMAN et al., 2019), corroborando nossos achados que mostram uma auséncia
de efeito da DN na forgca muscular e hipertrofia em amostras sem realizagdo de
estimulo de treinamento. Entretanto, nossos achados sao divergentes de Storer e
colaboradores (2003) o qual sugere que doses supra fisiolégicas de testosterona em
humanos podem causar crescimento (15,1% aumento no didmetro muscular) e
aumento de for¢ga muscular (17,2% aumento na for¢a muscular de membros inferiores)
sem quaisquer estimulo de treinamento. Interessantemente, devido a similaridade nos
ganhos de forga e diametro muscular é sugerido que, mesmo com a falta de estimulo,
os ganhos em forca foram devido ao aumento de hipertrofia induzido pela
administracao de testosterona.

Nesse sentido estudos mostram que o ganho de for¢ga pode ser obtido com
adaptacgdes neurais ao exercicio fisico que esta sendo realizado (SALE, 1988), ou por
meio do crescimento muscular, ou seja hipertrofia (LOENNEKE et al., 2019). O
treinamento de forga pode prover estimulos anabdlicos que sinalizam um aumento na
sintese proteica, consequentemente, aumentando a sintese de proteina muscular e o
balangco de sintese e degradac&o proteica contribuindo favoravelmente para o
crescimento e forga muscular (PHILLIP, 2009). Dentre estes estimulos pode-se
destacar o recrutamento da via de sinalizagdo celular mTORc1/Akt, que regula o
processo de traducdo proteica. Apds a ativacao da via mTORc1/Akt outras proteinas
quinases como a p70%% e a proteina de ligacdo ao fator de iniciagdo eucariotico 4E
(4E-BP1), as quais traduzem sinais provindos de mTORc1 contribuem para diversas
etapas da sintese proteica (COFFEY; HAWLEY, 2007; PHILLIP, 2009). Além disto,
estas adaptacdes serdo especificas ao tipo do estimulo, sendo qual exercicio
realizado o grande responsavel por esta especificidade (IZQUIERDO et al., 2004;
MAHONEY et al., 2005). Entretanto, no presente estudo os animais foram adaptados
durante quatro dias ao aparato e as cargas que seriam utilizadas como sobrecarga,
sendo improvavel que se ocorra ganhos neurais apos tais sessdes. Dessa forma a
tarefa proposta nao foi suficiente para induzir possiveis adaptagées neuromusculares,
justificando a auséncia de ganhos de forga relacionado ao tratamento farmacolégico
realizado.

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram que: 1) a

administracao prolongada de DN prejudica a meméria na tarefa de reconhecimento
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de objetos; 2) a administragao de ifenprodil, antagonista da subunidade GIuN2B do
receptor NMDA, previne o prejuizo da memaria induzido por DN e 3) a administragcéao
de espermina, modulador alostérico positivo do receptor NMDA, previne o efeito do
ifenprodil. Dessa maneira podemos concluir que o prejuizo de memaria induzido por
DN parece acontecer devido a adaptacdes celulares e moleculares mediadas via
NMDAr, que contém a subunidade GIuN2B. Acreditamos que o prejuizo da memoria
encontrado envolve uma superexcitabilidade destes receptores, visto que este efeito
foi prevenido por ifenprodil. Extrapolando nossos resultados para condi¢gdes de
administragdes prolongadas de DN, é possivel que a DN pode estar acarretando em
um aumento da biossintese de poliaminas, uma vez que espermina reverteu
parcialmente o efeito do ifenprodil sobre o prejuizo de memoaria induzida por DN,
sendo necessarios estudos que investiguem o papel do sistema poliaminérgico nos
efeitos deletérios induzidos por DN. Por fim, ndo foi investigado no presente estudo o
papel dos receptores androgénicos no aumento da transmissdo glutamatérgica via
NMDAR, uma vez que nao se pode descartar a hipétese que o mecanismo da maior
facilitagdo glutamatérgica seja por uma via down-stream a ativagdo do receptor

androgénico, sendo necessarios estudos que investiguem se existe tal papel.

6 CONCLUSAO

O presente estudo investigou se a administracao prolongada de DN causa
efeitos deletérios na memoaria e ansiedade. Bem como, se aumenta a forca e massa
corporal de camundongos. Foi investigado o papel das subunidades GIuN2B dos
NMDAr nos prejuizos na performance do teste de reconhecimento de objetos,
induzido pela administracédo prolongada de DN. Concluimos que a administragédo
prolongada de decanoato de nandrolona causa efeitos deletérios na memoaria de
camundongos na tarefa de reconhecimento de objetos. Também é mostrado que este
efeito possui participacdo das subunidades GluN2b receptores N-metil-D-aspartato,
devido a prevencéo realizada pelo ifenprodil. A reversao do efeito protetor de ifenprodil
realizada a administragao de espermina, nos fornece mais evidéncia do papel destas
subunidades nos prejuizos induzidos pela DN. Além disto, é possivel hipotetizar uma
participacdo das poliaminas nos efeitos deletérios de DN, sendo necessarios mais
estudos que investiguem tal papel. Foi verificado que a administragdo prolongada de

decanoato de nandrolona apresenta efeito ansiolitico. Entretanto ndo apresentaram
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alteragbes na ansiedade e atividade locomotora com a administragdo prolongada de
ifenprodil e espermina. Por fim, € mostrado que camundongos tratados por 19 dias
com decanoato de nandrolona ndo tem valores maximos de forgca muscular e massa

corporal alterados em comparagao ao grupo controle.
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