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RESUMO

Lau, RS. Programacéo paterna com propionato de testosterona e seus impactos
sobre a prole de camundongos. 2022. 154 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Fisioldgicas). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022)

Os esteroides anabolicos androgénicos (EAA) sdo substancias que compreendem a
testosterona e substancias quimicamente derivadas dela, sendo amplamente utilizada para
fins estéticos e recreacionais. A maioria das pesquisas envolvendo a transmissdo da
heranca genética/epigenética esteve, principalmente, focado nos insultos endocrinos e
nutricionais de origem materna, e pouca ou nenhuma atencdo foi dada aos insultos de
origem paterna e sua possivel relagdo no estabelecimento de heranca na sua descendéncia.
Dessa forma, nosso objetivo foi verificar se a exposicdo paterna a uma dose
suprafisiologica de propionato de testosterona é capaz de alterar os parametros
comportamentais da prole de camundongos Swiss durante a idade adulta, bem como o0s
mecanismos transcricionais envolvidos. Para esse proposito, foram utilizados no
protocolo 1, 10 camundongos machos, divididos em grupo controle (n=5) e grupo tratado
(n=5) que foram administrados com 7,5 mg/kg de PT, duas vezes por semana, durante 5
semanas. Ao final do protocolo, os animais foram colocados em acasalamento. Apoés a
prole completar 70 dias de vida, foram submetidos a uma bateria de testes
comportamentais composta por: campo aberto (CA), reconhecimento de objetos 6 horas
(RO 6h), caixa claro-escuro (CCE), labirinto em cruz elevado (LCE) e suspensédo pela
cauda (SC). Ao final da realizacdo dos métodos comportamentais, os animais foram
submetidos a eutanasia, sendo o hipocampo dissecado para a analise dos seguintes genes
através de RT-gPCR: Gabra2, Gadl, Bdnf, Ntrk2, Tph2, Htrla e Th. A andlise estatistica
foi realizada pelo teste t de Student ou Mann-Whittney e as médias foram consideradas
diferentes quando p < 0,05. Em relacéo aos achados comportamentais, foi verificado um
aumento dos comportamentos analogos a ansiedade na prole de machos (M) e fémeas (F).
Nos machos foi observado pela diminuigdo de permanéncia no lado claro na CCE (p =
0.002) (160,3%), assim como nos bracos abertos do LCE (p=0,04) ({26,8%) e aumento
de permanéncia nos bragos fechados (p=0,01) (147,1%), enquanto nas fémeas foi
observado aumento do numero de bolos fecais no teste do CA (p=0,013) (181,1%) e
aumento no numero de posturas de avaliacdo de risco (SAP) no LCE (p=0,01) (1109,4%).
Além disso, tanto os machos, quanto as fémeas reduziram o tempo de imobilidade no
teste de SC, (p = 0,02) (128%) e (p=0,04) (|33,1%), respectivamente. Ja no teste de RO
6h, apenas as fémeas demonstraram déficits na memaoria mnemonica, visualizado pelo
parametro de discriminacao relativa (D2) (19,5%). Por sua vez, apenas os machos
apresentaram alteragcdo na expresséo de genes no hipocampo, como aumento da expressao
de Gabra2 (p=0,04) (142,8%) e reducao da expressdo de Gadl (p=0,02) ({17%). Para a
realizacdo do protocolo 2, foram utilizados 59 animais machos para a formacgéo dos
grupos controle (n=28) e tratado (n=31), que foram administrados com PT, utilizando o
mesmo tratamento do protocolo 1. Desse total de animais, foi realizada uma nova
distribuicdo de modo que uma parte fosse submetida a bateria de testes comportamentais
logo ao final do tratamento (controle=23, tratado=25), enquanto uma outra parte foi
colocada em acasalamento (controle=5, tratado=6). Os testes comportamentais realizados
nesta etapa com os animais submetidos ao tratamento com PT foram: CA, RO 6h, CCE,
LCE, interag&o social (1S), SC e intruso residente (IR). N&o foram verificadas alteragdes
nos comportamentos andlogos a ansiedade. Por sua vez, foi observado que o tratamento
reduziu o tempo de discriminagdo absoluto (D1) (p=0,01) (140,1%), assim como 0s
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indices de discriminagdo absoluto (D2) (p=0,004) (138,2%) e o indice de discriminag¢do
relativo (D3) (p=0,03) (| 14,1%). Além disso, houve redugdo do engajamento social com
um coespecifico, observado no teste de interacao social, observado pela reducéo do indice
de sociabilidade (p=0,03) (|8,3%). Os pais tratados com PT também tiveram aumento
dos comportamentos agressivos, observado a partir da diminuicdo da laténcia para o 1°
ataque (p=0,0001) ({67%), assim como o aumento do n° de ataques (p=0,014) (183,8%)
e tempo de luta (boxing) (p=0,0001) (1138,5%). Por fim, houve reducdo do indice
testicular (p=0,01) (29,6%), sem altera¢des da massa corporal, assim como nos niveis
plasmaticos de testosterona, avaliado por método do ELISA. Por sua vez, a prole M e F
da linhagem paterna que foi submetida ao tratamento e, posteriormente, ao acasalamento,
foi avaliada aos 70 dias de vida em métodos de avaliagdo comportamental complementar
ao realizado no protocolo 1 e foi composto por: RO 24h, Labirinto de Barnes (LB),
esquiva passiva (EP), IS, IR. Foi observado que a prole de camundongos machos tiveram
um déficit de memoria 24h apds a exposicao ao objeto familiar, observado pela reducédo
do D1 (p=0,003) (|87,7%), D2 (p=0,02) ({90,5%) e D3 (p=0,02) ({19%). Além disso,
houve reducdo do engajamento social com um coespecifico, observado no teste de
interacdo social, com redugdo do indice de sociabilidade (p=0,02) (|24,4%). O mesmo
resultado foi encontrado na prole de camundongos fémeas com reducdo do indice de
interagdo social (p=0,046), assim como o indice de preferéncia social (0,02) (17,5%).
Né&o foram verificados diferenca significativas nos testes LB, EP e IR. Dessa forma,
nossos resultados sugerem que a programacdo paterna com PT foi capaz de promover
alteracbes comportamentais e neuroquimicas de sistemas cerebrais envolvidos com
respostas afetivas, demonstrando aumento dos comportamentos andlogos a ansiedade, um
déficit na memoria, assim como uma reducdo no engajamento social, indicando um
determinado grau de ansiedade social na prole na fase adulta.

Palavras chaves: esteroides androgénicos anabolizantes, programacéo paterna, ansiedade,
memoria, sociabilidade

VIII



ABSTRACT

Lau, RS. Paternal programming with Testosterone Propionate and its Impacts on
Mice Offspring. 2022. 154 p. Dissertation (Master in Physiological Sciences). Institute
of Biological and Health Sciences, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2022)

Anabolic androgenic steroids (AAS) are substances that comprise testosterone and
substances chemically derived from it, being widely used for aesthetic and recreational
purposes. Most research involving the transmission of genetic/epigenetic inheritance has
mainly focused on endocrine and nutritional insults of maternal origin, and little or no
attention has been given to insults of paternal origin and their possible relationship to the
establishment of inheritance in their offspring. Thus, our objective was to verify whether
paternal exposure to a supraphysiological dose of testosterone propionate is capable of
altering the behavioral parameters of the offspring of Swiss mice during adulthood, as
well as the transcriptional mechanisms involved. For this purpose, 10 male mice were
used in protocol 1, divided into a control group (n=5) and a treated group (n=5) that were
administered with 7.5 mg/kg of PT, twice a week, during 5 weeks. At the end of the
protocol, the animals were placed in mating. After the offspring reached 70 days of life,
they were submitted to a battery of behavioral tests consisting of: open field (AC), object
recognition 6 hours (RO 6h), light-dark box (CCE), elevated plus maze (LCE) ) and tail
suspension (SC). At the end of the behavioral methods, the animals were euthanized, and
the hippocampus was dissected for the analysis of the following genes through RT-qPCR:
Gabra2, Gadl, Bdnf, Ntrk2, Tph2, Htrla and Th. Statistical analysis was performed using
Student's t test or Mann-Whittney test and means were considered different when p <
0.05. Regarding the behavioral findings, an increase in anxiety-like behaviors was
observed in the offspring of males (M) and females (F). In males, it was observed a
decrease in permanence on the light side in the OHC (p = 0.002) (160.3%), as well as in
the open arms of the ECL (p=0.04) (|26.8%) and an increase in permanence in closed
arms (p=0.01) (147.1%), while in females it was observed an increase in the number of
fecal boluses in the CA test (p=0.013) (181.1%) and an increase in the number of risk
assessment postures (SAP) in the LCE (p=0.01) (1109.4%). Furthermore, both males and
females reduced immobility time in the SC test, (p =0.02) ({28%) and (p=0.04) (|33.1%),
respectively. In the OR 6h test, only females showed deficits in mnemonic memory,
visualized by the relative discrimination parameter (D2) (19.5%). In turn, only males
showed alterations in gene expression in the hippocampus, such as increased expression
of Gabra2 (p=0.04) (142.8%) and reduced expression of Gadl (p=0.02) ( |17%). For
protocol 2, 59 male animals were used to form the control (n=28) and treated (n=31)
groups, which were administered with PT, using the same treatment as protocol 1. Of this
total number of animals, a new distribution was performed so that one part was submitted
to a battery of behavioral tests right at the end of the treatment (control=23, treated=25),
while another part was placed in mating (control=5, treated=6). The behavioral tests
performed at this stage with the animals submitted to PT treatment were: CA, RO 6h,
CCE, LCE, social interaction (1S), SC and resident intruder (IR). There were no changes
in anxiety-like behaviors. In turn, it was observed that the treatment reduced the absolute
discrimination time (D1) (p=0.01) (}40.1%), as well as the absolute discrimination
indexes (D2) (p=0.004) (| 38.2%) and the relative discrimination index (D3) (p=0.03)
(114.1%). In addition, there was a reduction in social engagement with a conspecific,
observed in the social interaction test, observed by the reduction in the sociability index
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(p=0.03) (/8.3%). Parents treated with PT also had an increase in aggressive behavior,
observed from the decrease in latency to the 1st attack (p=0.0001) (|67%), as well as the
increase in the number of attacks (p=0.014) (183.8%) and fighting time (boxing)
(p=0.0001) (1138.5%). Finally, there was a reduction in the testicular index (p=0.01)
(129.6%), without changes in body mass, as well as in plasma testosterone levels,
evaluated by the ELISA method. In turn, the M and F offspring of the paternal lineage
that were submitted to treatment and, later, to mating, were evaluated at 70 days of age
using behavioral assessment methods complementary to those performed in protocol 1
and were composed of: RO 24h, Barnes Maze (LB), Passive Dodge (EP), IS, IR. It was
observed that the offspring of male mice had a memory deficit 24h after exposure to the
familiar object, observed by the reduction of D1 (p=0.003) (|87.7%), D2 (p=0.02) ({90
.5%) and D3 (p=0.02) ({19%). In addition, there was a reduction in social engagement
with a conspecific, observed in the social interaction test, with a reduction in the
sociability index (p=0.02) (|24.4%). The same result was found in the offspring of female
mice with a reduction in the social interaction index (p=0.046), as well as the social
preference index (0.02) (}17.5%). There were no significant differences in the LB, EP
and IR tests. Thus, our results suggest that paternal programming with PT was able to
promote behavioral and neurochemical changes in brain systems involved with affective
responses, demonstrating an increase in anxiety-like behaviors, a deficit in memory, as
well as a reduction in social engagement, indicating a certain degree of social anxiety in
the adult offspring.

Keywords: anabolic androgenic steroids, parental programming, anxiety, memory,
sociability
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1 INTRODUCAO

Os esteroides anabolicos androgénicos (EAA) sdo substancias que compreendem
a testosterona e substancias quimicamente derivadas dela. Estas substancias tém diversos
usos terapéuticos, como na reposi¢do hormonal em casos de hipogonadismo masculino.
Como essas substancias possuem um efeito anabdlico caracterizado pelo aumento da
sintese proteica (aumentando a massa muscular), pode-se observar que essas substancias
vém contribuindo ha décadas, em todo 0 mundo, para a melhoria de performance fisica e
efeitos estéticos. Dessa forma, este tipo de substancia, chamou a atencéo de certos grupos
da populacdo, na qual vale destacar: adolescentes do sexo masculino, atletas de alto
rendimento e atletas recreacionais, que comecaram a fazer uso e aproveitar de seus efeitos
farmacoldgicos.

Por sua vez, sabe-se que a interacdo do individuo com o ambiente € capaz de leva-
lo a alteragdes que podem perdurar por toda a sua vida e, que por sua vez, podem ser
transmitidos para sua descendéncia, através de mecanismos epigenéticos (metilagéo,
modificacdo das histonas, micro RNAs ndo-codificantes, entre outros). Isso quer dizer
que qualquer exposicdo a fatores ambientais como dieta, estilo de vida, exposicdo a
radiacdo, poluentes, drogas de abuso, pratica de exercicios fisicos, entre outros,
contribuem para as alteragdes no epigenoma do individuo. Nesse contexto, devido a
capacidade de transmissdo dessas alteracfes epigenéticas para a descendéncia, ocorre o
risco de aparecimento de doencas na vida adulta. A Origem Fetal das Doengas, conhecida
também como a Teoria de Barker, proposto pelo epidemiologista inglés David Barker,
trata exatamente sobre esse periodo critico de desenvolvimento fetal e suas possiveis
implicacdes na idade adulta.

A maioria das pesquisas envolvendo a transmissdo da heranca
genética/epigenética esteve, principalmente, focado nos insultos enddcrinos e nutricionais
de origem materna, e pouca ou nenhuma atencdo foi dada aos insultos de origem paterna
e sua possivel relagdo no estabelecimento de heranga na sua descendéncia. Dessa forma,
torna-se importante entender como a utilizacdo do uso de drogas de abuso, como 0s
anabolizantes, pode influenciar a proxima geracdo, além de buscar contribuir para o
desenvolvimento de novos estudos envolvendo as interagbes do ambiente paterno com

sua descendéncia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia da testosterona

Grande parte das distingdes entre homens e mulheres decorrem da interacao dos
cromossomos recebidos dos pais que contribuem para definir diversas caracteristicas
visualizadas no individuo. Sabe-se que os filhos recebem 23 cromossomos de origem
materna e 23 de origem paterna. A diferenciacao sexual fica por conta dos cromossomos
X e Y. Dessa forma, denomina-se na genética que ha 22 pares de cromossomos
homologos e dois cromossomos sexuais. As fémeas sdo descritas com 2 cromossomos X,
sendo um de cada genitor. Por sua vez, os machos recebem um cromossomo X da mée, e
um cromossomo Y que vem do pai. Portanto, o gendtipo feminino é definindo como XX
e 0 masculino como genétipo XY. Dessa forma, é possivel visualizar a grande
importancia do pai para a definicdo sexual da sua prole (BEAR et. al, 2017).

Através de mecanismos transcricionais e traducional, o organismo € capaz de
sintetizar uma certa quantidade de hormonios sexuais, 0s quais sdo capazes de modular e
alterar diversas estruturas fisiologicas (ex: diferenciagdo sexual), assim como influenciar
0 comportamento humano. No homem, a presenca do gene conhecido como Regido
Determinante do sexo no cromossomo Y (SRY), localizado no brago curto do
cromossomo Y, influenciara a producdo do Fator Determinante Testicular (TDF), que é
necessario para a transcricdo de genes que contribuem para a diferenciacdo testicular.
Esse processo de diferenciacdo é conhecido como sexo genético. Logo, o resultado desse
processo influencia diretamente a definicdo do sexo gonadal, caracterizado pela presenca
de testiculos ou ovarios (NASSAR e LESLIE, 2018; YANAI et al, 2021).

Os 6rgaos sexuais masculinos e femininos (testiculos e ovarios, respectivamente)
sdo importantes na homeostase reprodutiva e enddcrina, contribuindo, por exemplo, na
regulacdo dos niveis hormonais internos. S&o estruturas localizadas fora do sistema
nervoso central (SNC), mas que s@o ativados por estruturas localizadas no encefalo
(BEAR et. al, 2017). Estruturas como o hipotalamo e a hipéfise séo as responsaveis por
fazerem parte do controle enddcrino de diversos tecidos-alvos, sendo assim, o eixo
hipotalamo-hipo6fise-gbnada (H-H-G) é o responsavel por exercer esse controle de sintese
e liberagdo dos hormonios sexuais tanto masculinos quanto femininos. S&o 0s neurénios
localizados no hipotalamo, principalmente no ndcleo arqueado e na area pré-optica, 0s
responsaveis por secretar o hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) (PLANT,
2015).



O GnRH é um decapeptideo, que é liberado da eminéncia mediana e se difunde
pelo sistema porta-hipofisario, atuando sobre a hipofise anterior (adeno-hipdfise). Ao
chegar as células especializadas localizados na adeno-hipéfise, conhecido como
gonadotrofos, consegue estimular a liberagdo de dois hormdénios importantes para o
controle do eixo H-H-G que sdo o hormdnio foliculo estimulante (FSH) e o horménio
luteinizante (LH). Como a maioria dos eixos neuroendocrinos, o eixo H-H-G é
controlado, principalmente via feedback negativo, o que quer dizer que um aumento nas
concentragdes sericas de FSH e LH, assim como os produtos liberados pelos tecidos-
alvos, causados pela acdo do GnRH, contribuird para a sua inibicdo (SILVA,
DANIELSKI e CZEPIELEWSKI, 2002).

O eixo H-H-G é singular, pois apresenta um padrdo de liberacdo pulsatil ao
alcancar a puberdade mantendo-se na fase adulta, porém permanecem durante todo o
periodo da infancia em um estado de quiescéncia. Foi demonstrado que durante o periodo
fetal a liberacdo de GnRH, contribuindo para as elevagfes hormonais ocorridas nas
altimas semanas antes do nascimento, sdo essenciais, principalmente, para a
reorganizacdo nas regides do encéfalo que controlam a reproducdo (GLANOWSKA,
BURGER e MOENTER, 2014). Porém, durante o periodo pré-pubere, as células
somaticas gonadais, responsaveis por sustentar a gametogénese, apresentam-se incapazes
de responder totalmente a estimulacdo realizada pelas gonadotrofinas. Embora a
capacidade da gbnada pré-puberal de responder a estimulacéo causada pela gonadotrofina
seja adquirida durante a infancia, a liberacdo pulsatil de GnRH continua suprimida,
garantindo assim um estado de inatividade continua da gbnada, tanto em meninos quanto
em meninas (PLANT, 2015). Por sua vez, ao alcancar a puberdade, a atividade gonadal é
retomada (religamento) contribuindo para as vigorosas transformacdes que ocorrerdo
nesse periodo de transicdo da vida infantil para a vida adulta. Neste periodo, a liberacédo
de GnRH se apresenta de maneira pulsatil ao longo do dia, sendo uma caracteristica
importante do eixo H-H-G, resultando em flutuacbes ultradianas das concentragoes
plasmaticas de gonadotrofinas (ACEVEDO-RODRIGUEZ, 2018).

A secrecdo de GnRH, por sua vez, podem ser moduladas pelo recebimento de
algumas aferéncias sobre seus neurénios, dentre as quais, se destaca a transmissao
kisspeptidérgica. Foi verificado que neurénios kisspeptidergicos, localizados no ndcleo
arqueado do hipotalamo, se projetam diretamente para os corpos celulares e axdnios dos
neurdnios GnRHérgicos. Ademais, neurocinina B e dinorfina, coexpressando com

kisspeptina no nucleo arqueado, formam uma rede neuronal conhecida como kisspeptina-
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neurocinina-dinorfina (neurdnios KNDy) sendo, por sua vez, componentes vitais para a
geracdo de pulsos para a liberacdo do GnRH (DIAS et al., 2015; PLANT, 2015). Além
disso, outros estimulos sobre os neurénios GnRHérgicos contribuem também para a
modulagdo da sua atividade intrinseca. Enquanto o estimulo sobre receptores alfa-
adrenérgicos parece estimular a liberacdo de GnRH, a ativacdo dos receptores beta-
adrenérgicos parece inibi-la. Ademais, a liberacdo de dopamina, assim como a
administragdo de morfina, também contribui para a inibicdo da liberagdo de GnRH
(AIRES, 2017). Foi visto também que neurénios CRHérgicos exercem funcgéo inibitoria
sobre sua liberacdo, o que parece ser plausivel, visto que o estresse tem sido relacionado
a diminuicdo da funcdo reprodutiva (ACEVEDO-RODRIGUEZ, 2018). Além disso, as
citocinas também parecem influenciar a liberagdo de GnRH, visto que a administracéo de
interleucina-1 reduz a atividade dos neurdnios GnRHérgicos. E importante destacar que
as citocinas estdo envolvidas na liberacdo de CRH, o que indiretamente contribui para a
inibicdo da liberacdo de GnRH (AIRES, 2017). (Figura 1).

O FSH e o LH séo glicoproteinas, com tamanho em torno de 33 e 28 kDa
respectivamente, sintetizados pelas células gonadotréficas, que estdo localizadas na
adeno-hipofise, constituindo cerca de 10% das células adeno-hipofisarias. Apos serem
sintetizadas, os hormdnios sdo transportados pela corrente sanguinea onde, por sua vez,
atuam sobre as génadas (KAPRARA e HUTTANIEMI, 2018). No homem, o FSH atua
sobre as células de Sertoli, localizadas nos testiculos, e tem como funcdo estimular a
espermatogénese, através de sintese e liberacdo. da proteina ligadora de andrdgenos
(androgen binding protein — ABP), que é secretada no interior dos tubulos seminiferos
(local responséavel pela producéo das células reprodutoras masculinas), contribuindo para
manter 0s niveis de testosterona elevados, necessarios para o amadurecimento dos
espermatozoides. Outra funcdo importante do FSH é referente a sintese de inibinas, que
é capaz de inibir a liberacdo do proprio FSH na hipofise, reduzindo seus niveis circulantes
no sangue (DA SILVA, 2020). O LH, por sua vez, atua sobre as células de Leydig e tem
como funcdo principal estimular a sintese de testosterona (TES) (KAPRARA e
HUTTANIEMI, 2018).
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Figura 1. Representacéo esquematica do eixo hipotdlamo-hip6fise-génada. Retirado do livro
Margarida Aires 5° edi¢do.

Os androgénios sdo 0s hormdnios capazes de promover e manter as caracteristicas
primarias e secundarias do homem, em que 0 mais abundante na circulagdo sanguinea €
a TES (COSTA, 2004; CORREA, 2005). Para a formacio dos androgénios, a fonte
primaria utilizada é o colesterol (ROCHA, 2014). As células de Leydig podem formar o
colesterol a partir da Acetil-Coenzima A ou pode captar a lipoproteina de baixa densidade
presente do liquido extracelular com auxilio de receptores (BORON, 2017). A formacéo
da TES apresenta cinco etapas e ocorre nas células de Leydig, presentes entre os tabulos
seminiferos, representando mais de 20% da massa dos testiculos do homem adulto, e
necessitam de algumas enzimas importantes que ajudam a catalisar todo o processo de
formacdo (GUYTON e HALL, 2017). A formacdo da TES inicia-se na mitocondria



transformando o acetato em colesterol. Posteriormente, o colesterol (27 atomos de
carbono em sua composicao) sofre acdo da enzima 20,22 desmolase (p450scc) que cliva
a cadeira lateral de colesterol na posicdo 20. Esse passo € considerado limitante na
formacédo de TES, pois € nesta etapa em que o colesterol é convertido em pregnolona (21
atomos de carbono). Isso parece ocorrer devido a agdo do LH, que € o principal regulador
da sintese de TES nas células de Leydig, na qual parece aumentar a afinidade da enzima
20,22 desmolase pelo colesterol, assim como aumenta a expressdo desta enzima
disponivel para acdo, o que pode ser chamado de estereidogénese. Posteriormente, a
pregnolona sera convertida em 17a-hidroxipregnolona, apos sofrer acao da enzima 17a-
hidroxilase (p450c17) no reticulo endoplasmatico liso (REL) e adicionar um grupamento
hidroxil na posi¢do 17. A 17a-hidroxipregnolona, posteriormente, sera convertida em
uma molécula de 19 carbonos conhecida como deidroepiandrosterona
(dehydroepioandrosterone — DHEA), apds sofrer acdo da 17,20 desmolase (p450c17 com
acdo modificada), que elimina de sua formac&o anterior a cadeia 17 de carbono (BORON,
2017). Ainda no REL da célula de Leydig, a molécula de DHEA sera modificada ao sofrer
acdo da enzima 17B-hidroxiesteroide desidrogenase (173-HSD, que ndo é um tipo de
enzima p450), que converte a cetona da posicdo 17 em um grupamento hidroxil,
formando, por sua vez, o androstenediol. A Gltima etapa fica por conta da acdo de uma
enzima conhecida 3pB-hidroxiesteroide desidrogenase (38-HSD) que oxida o grupamento
hidroxil da posi¢cdo 3 do anel A em cetona, formando, finalmente, a testosterona (Figura
2).

O homem é capaz de produzir em torno de 5-9 mg de testosterona por dia, na qual,
em sua grande maioria (em torno de 45%) encontra-se acoplada a proteina ligadora de
horménios sexuais (sex hormone binding globulin — SHBG), enquanto uma outra parcela
encontra-se associada a albumina plasmatica e a globulina ligadora de corticosterdide
(corticosteroid-binding protein — CBP). Apenas 2% de toda testosterona produzida esta
livre no plasma para exercer suas funcbes. Apos acdo da testosterona livre, novas
moléculas de testosterona se desprendem das proteinas ligadoras para restabelecer o
estoque utilizado (COSTANZO, 2014; FERREIRA, 2007).
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Figura 2. Biossintese da Testosterona (retirado de BORON, 2017)

Os hormdnios sexuais masculinos exercem sua funcdo ao se ligar no receptor

androgénico (RA), membro da familia de receptores nucleares, classica dos demais



receptores de esteroides. O RA é composto por 4 dominios distintos: um dominio N-
terminal regulador da transcricdo, um dominio de ligacdo ao DNA com os classicos dedos
de zinco proximal e distal, uma regido “dobradiga” e um dominio de liga¢do ao andrdgeno
(CORREA, 2005), que se direciona posteriormente para o nicleo da célula, aumentando
a transcricdo de mRNA, e, levando consequentemente, a producdo de novas proteinas,
que € uma das fungdes mais observadas pelos androgénios (MOURA, 1984).

Apesar de a TES ser 0 hormdnio de maior circulagdo no corpo, grande parte dela
¢ convertida nos tecidos-alvo pela enzima 5a-redutase no horménio ativo
diidrotestosterona (DHT). A DHT possui acdo bioldgica androgénica maior do que a
testosterona (KUHN, 2002). A DHT ¢é responsavel por diversas modificacdes
visualizadas durante a puberdade, denominadas de caracteristicas sexuais secundarias,
tais como: por exemplo, o crescimento de pelos pubicos e axilares, crescimento da barba,
maior ativacdo das glandulas sebaceas, crescimento da laringe com subsequente
engrossamento da voz, aumento do pénis e dos testiculos, aumento da massa muscular,
entre outros (COSTA, 2004; DA SILVA, 2002; KATZUNG e TREVOR, 2017). A acéo
da DHT é intracrina agindo, principalmente, sobre os tecidos que expressam a enzima Sa-
redutase, as quais expressam em concomitdncia a enzima 3a-hidroxiesteroide
desidrogenase (3a-HSD), responsavel por catalisar a reagdo reversivel da DHT em Sa-
androstana-3a-17p-diol (androtenediol), um andrégeno de acdo mais fraca. Por fim, a
DHT é inativada no figado pela enzima 3a-HSD do tipo 2. A 5a-androstana-3a-17p-diol,
formada no figado e nos tecidos periféricos, é conjugada no préprio figado ao acido
glicurénico, formando, por sua vez, 5a-androstana-3a, 17p-diol gluconada (3a-diol G),
que é eliminada pelos rins. As concentragdes de 3a-diol G, assim como a sua eliminagéo
pelos rins, € um 6timo marcador para a presenca a formacdo de DHT (CURI, 2009). Por
sua vez, se a TES sofrer acdo quimica da aromatase, a mesma seré transformada em
estradiol, inclusive no SNC, ligando-se, por sua vez, a receptores para estrogeno para
exercer suas funcdes (BEAR et. al, 2002; COSTA, 2004; AIRES, 2017).

Devido aos seus efeitos anabdlicos, os androgénios foram modificados
qguimicamente, de modo que se tornaram mais resistentes a degradacdo e tiveram seus
efeitos mais prolongados, sendo utilizados outros fins, por exemplo, estéticos, além do
uso terapéutico. Esses androgénios modificados receberam o nome de esteroides
anabolizantes e contribuem para 0 aumento da sintese proteica e no desenvolvimento

muscular (KUHN, 2002), tendo seu uso difundido entre alguns grupos da populacao.



Dessa forma, torna-se um importante aspecto epidemiolégico o estudo dos efeitos dessas

substancias sobre 0s seus usuarios.

2.2 Fisiofarmacologia do propionato de testosterona

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo substancias que compreendem
a testosterona e substancias quimicamente derivadas dela (GRIMES et al. 2003; MPHIL
et al. 2014). Estes compostos podem ser classificados quimicamente em trés categorias:
1) Derivados da testosterona por reacdo de esterificacdo do grupo 17 hidroxil, tais como
0 propionato e o cipionato de testosterona; 2) Esteres de testosterona que podem ser
convertidos a testosterona ou estrogeno, tais como a nandrolona e a 19-nor-testosterona;
3) Compostos alquilados, tais como o stanozolol e a 17-a-metiltestosterona
(OBLANDER et al. 2012). Estas substancias tém diversos usos terapéuticos como na
perda de massa muscular induzida por infeccdo por virus da imunodeficiéncia humana,
tratamento de distrofias musculares, falha de producdo celular da medula dssea e
crescimento infantil retardado (PIACENTINO et al. 2015), bem como, reposi¢édo
hormonal em casos de hipogonadismo masculino (BARRETO-ESTRADA et al. 2004;
BITRAN et al. 1993). A despeito disso, estes farmacos de abuso sdo largamente utilizados
ha décadas em todo o mundo para a melhoria de performance fisica e para efeitos estéticos
(MPHIL et al. 2014, KOUVELAS et al. 2008). Neste contexto, & importante observar que
em humanos o abuso de esteroides anabdlicos é realizado com a administracao de doses
de 10 até 100 vezes maiores do que as utilizadas na terapéutica de reposicdo hormonal
(CLARK et al. 2006).

Um dos compostos a base de testosterona mais utilizados € o propionato de
testosterona (PT). O PT faz parte da categoria de testosterona esterificada, na qual a
adicdo do acido propidonico na posicdo 17f da testosterona (Figura 3) reduz sua
polaridade, tornando-o mais lipossoluvel, sendo administrado, principalmente, por via
parenteral (NCBI, 2021). Um fator que ajuda no prolongamento da acdo desses EAA € 0
tamanho da cadeia lateral ligado a testosterona, visto que quanto maior a cadeia, maior é
a sua meia-vida (VERMEULEN, 1975, NIESCHLAG, 2012). Essa é uma das principais
caracteristicas do PT que a difere das demais testosteronas, isso porque sua meia-vida
giraem torno de 4,5 dias, enquanto outras testosteronas, como o cipionato de testosterona
e 0 decanoato de nandrolona, possuem uma meia-vida mais longa, ocorrendo, por volta,
de 10-12 e 15 dias respectivamente (NCBI, 2021).



Figura 3. Estrutura quimica do propionato de testosterona

A administracdo dessas moléculas esterificadas, principalmente, pela via
intramuscular (IM) possui uma importante finalidade. Isso ocorre porque quando injetado
com um veiculo oleoso, este fica armazenado em forma de depdsito intramuscular e,
consequentemente, € absorvido lentamente para o plasma sanguineo, contribuindo para
prolongar também sua atividade (POPE, 2014; NIESCHLAG, 2012). Essa via confere ao
parametro da &rea sobre a curva (biodisponibilidade) uma variacéo entre 180-210ng h/ml
e tempo de residéncia de 40-60 horas (NCBI, 2021). Por sua vez, o prolongamento da sua
atividade acaba por auxiliar no tratamento de condi¢des que necessitam de tratamento
cronico (ex: hipogonadismo), reduzindo a frequéncia de administracbes (EDKINS, 1959).
Para fins de comparacdo, se fosse administrada a testosterona ndo-modificada, mais
injecBes seriam necessarias, devido a meia-vida curta da testosterona que é de apenas 10
minutos (NIESCHLAG, 2012).

Por possuir uma caracteristica lipossoltvel, o PT pode sofrer sequestro tecidual,
que pode ser visualizado pelo valor de seu volume de distribuicdo (\Vd) que varia entre
75-120 L/kg (NCBI, 2021). Como o Vd é um diretamente proporcional a meia-vida (2=
0,693xVd/Cleareance), em condigdes nao-patoldgicas, contribui para um tempo maior
de biodisponibilidade do farmaco. Por sua vez, sua taxa de clearence é menor quando
comparado a T, sendo reportado uma taxa de 2000ml/kg (NCBI, 2021).

A administracdo do PT induz efeitos analogos a testosterona endogena, entre elas

0 aumento de sintese proteica (contribuindo para um balango nitrogenado positivo, o que
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¢ um fator importante no ganho de massa muscular), estimula o aumento da atividade
osteoblastica, assim como a producdo de proteinas da matriz 0ssea, interferindo, dessa
forma, na massa éssea, além de ser um potente estimulador para a eritropoiese
(SHAHIDI, 2001). O PT também leva ao aumento de estrogénio, devido sua interacdo
com a enzima aromatase. Portanto, 0 uso continuo dessa substancia pode elevar os niveis
plasmaticos de estrogénios, assim como reduzir os niveis de LH sanguineos (NCBI,
2021). A administracdo dessas substancias em doses elevadas por mulheres pode gerar
efeitos colaterais, conhecidas como masculinizagdo, como 0 engrossamento da voz,
crescimento do clitdris, queda de cabelo, crescimento de pelos, mudancas na libido, entre
outros (SHAHIDI, 2001). Cerca de 90% do PT administrado por via intramuscular é
eliminado na forma conjugada da testosterona e seus metab6litos com os &cidos
glicurdnico e sulflrico através da urina, enquanto que o restante, em torno de 6%, é

eliminado nas fezes, grande parte na forma ndo conjugada (NCBI, 2022).

2.3 Aspectos epidemioldgicos do uso de esteroides anabdlicos androgénicos

O uso de EAA obteve destague no meio do século XX, ao serem usados para
finalidades médicas para o tratamento de algumas doencas (conforme relatado
anteriormente). As alteracBes causadas na estrutura quimica da testosterona ndo apenas
contribuiram para aumentar suas propriedades e seu tempo de duracdo, como também
para reduzir os seus efeitos androgénicos e aumentar os efeitos anabolicos sobre a massa
muscular (DE LIMA, 2011). Dessa forma, este tipo de substancia chamou a atencéo de
certos grupos da populacdo que comecaram a fazer uso e aproveitar dos seus efeitos
farmacoldgicos, na qual vale destacar: adolescentes do sexo masculino, atletas de alto
rendimento e atletas recreacionais (MPHIL et al. 2014; PIACENTINO et al. 2015).

O uso desse tipo de substancia por atletas tem o objetivo de aumentar sua massa
muscular e, consequentemente, contribuir para 0 aumento de sua performance
(ONAKOMAIYA, 2015). Os primeiros casos de uso de EAA por desportistas datam a
década de 1950, principalmente por levantadores de pesos e fisiculturistas, e foi
rapidamente difundido entre outras modalidades. Entendendo os possiveis problemas
gerados pelo uso desses farmacos em competicGes esportivas, as primeiras regras
antidopagem comecaram a entrar em vigor no final da década de 1960 (Unido
Internacional de Ciclistas Internacional - Union Cycliste International — 1967; e o Comité
Olimpico Internacional — COIl — 1968). A principio, apenas narcoticos foram banidos,
mas, posteriormente, foi ampliado tambem para os EAA (NIESCHLAG, 2012).
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Os efeitos da utilizacdo EAA por atletas foi tema de muita controvérsia por muitos
anos. Sabe-se que os EAA promovem crescimento muscular em homens hipogonadais,
adolescentes e mulheres. Porém, ndo esta claro que o uso de doses terapéuticas cause
efeitos anabolicos em homens saudaveis (NIESCHLAG, 2012). Desse modo, 0 uso de
quantidades elevadas de EAA tém sido empregadas pelos usuarios. Para isso, diferentes
estratégias para o uso dos variados tipos de EAA tém sido empregadas por essa
populagdo. Destacam-se o “stacking” (uso de dois ou mais esteroides de modo a induzir
sinergismo e potencializar os resultados), o ciclo (sdo padrdes complexos de utilizagéo de
varios farmacos ao longo do tempo, consistindo no uso de diferentes EAAS por um tempo
variavel que pode ser de 6-12, 4-18, 4-12 semanas, com interrup¢do do uso podendo variar
por pelo menos 4-6 semanas, com a intengdo de “limpar o organismo” e poder realizar
um novo ciclo) e a piramide (consiste no aumento das doses ao longo do tempo, podendo
variar entre 10 a 40 vezes mais do que o recomendado, reduzindo as doses
posteriormente). Com isso, busca-se obter os melhores resultados com a utilizacdo de
EAA e minimizar seus efeitos negativos (GRECCO, 2008; POPE, 2014,
ONAKOMAIYA, 2014; ROCHA, 2014). Os EAAs podem ser administrados pela via
oral ou utilizado por via intramuscular contribuindo para seus diferentes aspectos
farmacocinéticos (maiores detalhes na secédo 1.2)

Dados epidemioldgicos indicam que milhdes de pessoas no mundo inteiro sejam
usuarias de EAA, sendo amplamente difundido em diversos paises do Ocidente,
principalmente, Estados Unidos, comunidade britanica e Brasil, juntamente com outros
paises da América Latina, assim como o Oriente Médio e a Asia. Desse modo, 0 desejo
se apresenta além dos objetivos atléticos, se buscando também um corpo mais forte e
musculoso (KANAYAMA e POPE, 2018). Com isso, 0 uso desses compostos que visam
aumentar a massa muscular, se encarrega também de elevar a autoestima dos usuarios.
Todavia, estudos demostram que o consumo de EAA pode se tornar a porta de abertura
para a utilizacdo de outras substancias como os opiaceos, alcool e outras substancias
psicoativas (maconha, cocaina, anfetaminas) (POPE, 2014; ONAKOMAIYA, 2016).

Em um estudo de Silva-Junior (2013), o autor buscou analisar as taxas de
morbidade entre os anos de 2000-2010 no Brasil devido ao uso de EAA. As informacdes
foram fornecidas pelo banco de dados informatizado do Ministério da Saide que contém
todas as informacdes sobre internacdes que sio realizadas pelo Sistema Unico de Saude
através das Autorizagdes de Internacdo Hospitalar (AlIH). Nesse estudo, verificou-se que

as taxas de internacdes nos ultimos 10 anos em valores relativos foram de 0,0001% (em
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valores absolutos de 1.319 = média de 119,9 £ 99,01). A sindrome de resisténcia a
androgenos foi visto como a razdo principal da causa, o que corresponde, segundo 0
estudo, a 55,8% do total de internacdes no periodo observado dos dados. Intoxicagao por
andrdgenos e anabolizantes congéneres, assim como 0 uso exagerado de androgenos
participaram com, respectivamente, 41,35% e 2,6% do total de internac¢fes. Segundo o
estudo, a idade média de internacao seria entre 15 e 29 anos, demonstrando mais uma vez
como as idades mais jovens sdo as mais suscetiveis ao consumo de EAA. O autor ainda
discute o fato do nimero baixo encontrado no Brasil, porém que o mesmo poderia ser
devido a subnotificacdes, visto que em pronto atendimentos ndo ha a presenca de AlIH
(SILVA-JUNIOR, 2013).

Outro estudo, agora realizado em academias de Porto Alegre/RS, constatou que
os locais onde as drogas sao adquiridas em sua maioria sdo as farmacias, ou por meio de
contrabando, ou por veterinarios e até nas préprias academias. O autor também explana
que sdo, normalmente, 0s amigos 0S principais responsaveis por sugerir a compra e
consumo dos EAA. As outras fontes seriam a prépria automedicacdo, internet e
orientacdo profissional (MAIOR et. al, 2009).

Verifica-se, portanto, que ha pouca preocupacéo dos usuarios com o uso de EAA,
esquecendo um dos fatores mais importantes que é a sua salde, assim como o fato de nao
levarem em consideracdo os possiveis riscos envolvidos no uso dessas substancias (DE
LIMA, 2011). Estudos epidemiologicos em humanos e em modelo animal ja vém
demonstrando 0s possiveis impactos na salde causado pelo uso crbnico dessas
substancias, aumentando os riscos para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
assim como manifestacdes comportamentais que pertencem a estados afetivos e incluem
mudancas na libido, agressao, ansiedade, impulsividade, depressdo, hostilidade, mania e
hipomania (ONAKOMAIYA, 2016). Logo, o entendimento sobre 0s possiveis riscos aos

usuarios de EAA e, possivelmente, na sua prole sdo muito importantes.

2.4 Transtornos de ansiedade, depresséo e sua relagdo com a testosterona

A ansiedade é um sentimento natural do ser humano, na qual é caracterizado por
uma sensacao de apreensao, advindo de um momento de desconforto futuro. Por ser algo
natural do ser humano, € considerado importante no enfrentamento de possiveis perigos
que possam ser encontrados. Porém, quando a ansiedade comega a interferir na vida
cotidiana, ja pode comecar a ser encarado como uma possivel doenga, classificada como
transtornos de ansiedade (BRADTNER, 2009, CASTILLO et al. 2000) Este tipo de
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patologia € dividido em varios tipos de transtornos (Tabela 1) e podem apresentar alto
grau de comorbidade entre si (ANDREATINI, 2001, CASTILLO et al. 2000). Para ser
considerado como um transtorno de ansiedade, os sintomas devem ser de origem
primaria, ndo advinda de outros tipos de doengas como depressao e psicoses (CASTILLO
et al, 2000).

Tabela 1 — Classificacdo dos Transtornos de ansiedade segundo a Associagdo de
Psiquiatria Norte-americana (DSM-5, 2013).

e Transtorno de Ansiedade de Separagéo

e Mutismo Seletivo

e Fobia Especifica

e Transtorno de Ansiedade Social

e Transtorno de Panico

e Especificador de Ataque de Panico

e Agorafobia

e Transtorno de Ansiedade Generalizada

e Transtorno de Ansiedade Induzido por Substancia/Medicamento
e Transtorno de Ansiedade Devido a Outra Condi¢cdo Médica
e Outro Transtorno de Ansiedade Especificado

e Transtorno de Ansiedade N&o Especificado

A ansiedade patoldgica se diferencia da ansiedade normal por sua intensidade,
tempo e episodios, caracterizando um grau de sofrimento na pessoa acometida capaz de
proporcionar sentimentos negativos e de apreensao pelo futuro (PITTA, 2011). De modo
geral, os sintomas dos transtornos de ansiedade envolvem taquicardia, irritabilidade,
sudorese, insbnia, distlrbio gastrointestinais e cansaco (BRADTNER, 2009, RAMOS,
2009). E importante salientar que como os transtornos de ansiedade s3o os tipos de
doencas que mais crescem no mundo globalizado, acabam sendo responsaveis também
por interferir na economia do pais. As pessoas acometidas pela doenga possuem gastos e
perdas elevadas, seja devido as faltas no trabalho quanto pelo custo do tratamento, que

podem influenciar ainda mais no agravamento da doenga (OLESEN et al, 2012). Como
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sdo capazes de interferir na qualidade de vida, também séo responsaveis por reduzir a
expectativa de vida (WALKER et al, 2015).

Observa-se que as mulheres possuem maiores riscos de desenvolver transtorno de
ansiedade de qualquer tipo e depresséo, numa ordem de 2:1 quando comparado aos
homens. Na infancia, por sua vez, os homens sao mais afetados do que as mulheres para
0 diagndstico do transtorno obsessivo-compulsivo. Ja adultos com 55 anos ou mais
parecem ter menos probabilidade de desenvolver transtorno quando comparado com
individuos mais novos (35-54 anos) (BAXTER et al, 2013).

Sabendo que estas doencas séo capazes de interferir na qualidade de vida da
pessoa, diversos estudos vém sendo realizados para elucidar os motivos e assim
desenvolver formas de tratamento. A maioria dos tratamentos é realizada através de
farmacos desenvolvidos para este fim (farmacoterapia) de diferentes classes:
benzodiazepinicos, inibidores da monoamina oxidase, buspirona (agonista parcial
5HT1A), antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina
(ARIKIAN e GORMAN, 2001) que podem ser associados ou ndo a psicoterapia
(BORKOVEC et al. 1995). Apesar deste tipo de farmacoterapia ser o mais utilizado, ha
relatos de pacientes, que muitas vezes nao respondem satisfatoriamente ao tratamento ou
abandonam o mesmo, com destaque para os benzodiazepinicos (SINGEWALD, 2007).

Desta forma, um maior conhecimento da neurobiologia da ansiedade pode
proporcionar, além da descoberta de novos alvos farmacoldgicos, o refinamento da
terapéutica empregada nessas doencas ja que 0s mecanismos que envolvem estas doengas
ndo sdo totalmente conhecidos (SINGEWALD, 2007).

Por sua vez, o termo depressdo comecou a ser introduzido em dicionarios médicos
ainda no século XIX, por volta dos anos de 1860, sendo aceito e utilizado desde daquela
época, 0 que causou uma restricdo cada vez maior do uso da palavra melancolia
(CORDAS, 2002). A depressio, um tipo de doenca neuropsiquiatrica, €
reconhecidamente uma das patologias que mais crescem no mundo atualmente. E uma
doenca capaz de alterar profundamente a vida cotidiana de uma pessoa, interferindo e
incapacitando a vida social, profissional e familiar da pessoa acometida. O agravamento
da depressao pode ser letal a pessoa, pois os riscos de suicidio aumentam profundamente
(BRADTNER, 2009).

A tristeza € tida como um sentimento que ocorre naturalmente no ser humano
fazendo parte de toda vida de uma pessoa, ligados a sentimentos de perdas, derrotas,
desapontamento, entre outros (DEL POTRO, 1999). Porém, quando falamos sobre a
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depressao, ndo quer dizer que a tristeza e a infelicidade sejam sindnimas da doenca, apesar
de serem sintomas presentes neste tipo de transtorno de humor (LIMA, 2004). O
pessimismo decorrente da depressao, normalmente, é descrito pelos pacientes como um
grande vazio interior, ndo tendo vontade de realizar atividades cotidianas que,
normalmente, eram prazerosas (anedonia). Os deprimidos se julgam como um peso para
os familiares, o que acaba amplificando os problemas relacionados a depressdo. Os
pacientes, normalmente, possuem dias em que 0s sintomas da doenga ndo sdo visiveis,
dando entender até que a doenca ndo existe. Porém, nos dias de crise, 0s pensamentos
ruins aparecem, aumentando as chances de suicidio. (DEL PORTO, 1999; LIMA, 2004).
A depressao pode muitas vezes estar mascarada em outros tipos de doencas ou
sintomas recorrentes do dia-a-dia, tais como: dores de cabeca, dores no corpo, cansago,
falta de apetite, constipacdo e etc (GALHARDO, 2010). Os sintomas envolvendo a
depressdo caracteristicos sdo a falta de energia, falta de prazer, reducdo dos aspectos
cognitivos, indecisdo, inseguranca e culpabilidade, o que pode gerar com o tempo o
agravamento da doenca (DA SILVA, 2003; DEL POTRO, 1999). Alguns aspectos
fisiologicos também sdo observados como a insdnia ou hipersonoléncia, alteracdes no
apetite e diminuicdo da libido. A depressdo também pode afetar os comportamentos
sociais dos pacientes, gerando casos de afastamento social, crises de choro, momentos de
agitacdo ou lentificacdo psicomotora (DEL POTRO, 1999).

Atualmente, tém surgido hipoteses que buscam elucidar as possiveis alteracdes
fisiopatoldgicas dessas doencas dentro do contexto neurobiolégico, sendo elas: hipbtese
noradrenérgicas, serotonérgica, dopaminérgica, alteracdo nos ritmos biolégicos, aspectos
imunoldgicos, alteracbes neuroenddcrinas (eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e o eixo
hipotalamo-hipofise-gbnada), hipotese neurotréfica (CHARNEY e NESTLER, 2017).

No que diz respeito ao eixo hipotdlamo-hipéfise-gbnada, parece haver uma
relacdo entre os niveis de testosterona, desordens de ansiedade e depressao,
principalmente, em homens acometidos por hipogonadismo (condigéo patologica onde as
gbnadas produzem baixas concentra¢des de testosterona). Homens hipogonadicos tendem
a ter maiores taxas de transtornos de ansiedade e depressdo quando comparados com
homens saudaveis (ZAROUF et al, 2009). Da mesma forma, homens tratados com drogas
que reduzem a disponibilidade de testosterona em tratamento de cancer de prostata
também tendem a ter maiores chances de desenvolver esse tipo de patologia (DiBLASIO
et al, 2008). Por sua vez, observa-se que homens com hipogonadismo, mas que foram

tratados com testosterona, tiveram uma melhora do humor, a partir da reducédo do quadro
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ansioso, reduzindo até comportamentos depressivos (MCHENRY, 2014).

Apesar de diversos estudos demonstrarem melhora do quadro ansioso ou
depressivo ap0s tratamento com testosterona, ha trabalhos que néo observaram diferenca
significativa ni grupo tratado com o placebo. Um estudo envolvendo homens de meia
idade (52-62 anos) diagnosticados com depressao pelo DSM-1V e com baixos niveis de
testosterona foram tratados com placebo ou enantato de testosterona por 6 semanas e
verificaram que mesmo com a normalizacdo dos niveis séricos hormonais, ndo foi visto
melhora ao final do tratamento apds aplicacdo do questionario da Escala de Hamilton para
a depressdo (SEIDMAN, 2001). Um outro estudo, foi realizado por Kenny et al (2004),
dessa vez envolvendo homens idosos (80 = 5anos), que apresentavam capacidade
cognitiva reduzida, assim como baixos niveis de testosterona, e que foram tratados com
enantato de testosterona (200 mg), 3 vezes na semana por 12 semanas. Ao final do
tratamento, foi visualizado aumento nos niveis séricos de testosterona, porém sem
melhora nos sintomas depressivos apo6s a aplicagdo de questionarios (KENNY et al,
2004).

Apesar dessa inconsisténcia dos estudos presentes na literatura, a maioria dos
trabalhos relatam melhora dos sintomas depressivos e ansiosos, principalmente, em
homens velhos que possuem baixos niveis de testosterona devido ao hipogonadismo ap6s
0 tratamento com testosterona. Mas, o tratamento pode aumentar os riscos de desenvolver
alguma doenca cardiaca, cancer, policetamia. Portanto, mais estudos ainda sdo
necessarios para entender os beneficios e maleficios do uso de testosterona no tratamento
dos transtornos de humor (MCHENRY, 2014).

Os estudos envolvendo mulheres e terapia com testosterona ainda sdo mais
limitados, porém hé relatos de trabalhos que verificaram uma reducdo da ansiedade e
comportamentos depressivos. A administragdo de baixas doses de testosterona em
mulheres, que tratavam depresséo, verificou melhora dos sintomas quando comparado ao
grupo placebo. Por sua vez, Davis et al (2001) discutem os cuidados que devem se ter na
prescricdo de testosterona para mulheres, visto que terapias de reposi¢do de androgénios
sdo, normalmente prescritas para mulheres em pos-menopausa, no intuito de melhorar o
humor e o libido, e podem resultar em riscos de desenvolver depressdo. O ideal seria uma
terapia em conjunto com reposicdo de estradiol (DAVIS et al, 2001).

A capacidade da testosterona participar na modulacdo dessas patologias deve-se,
principalmente, a presenca de receptores em estruturas encefalicas que estdo envolvidas

no controle do humor, da emocéo e da afetividade e, consequentemente, envolvidas nos
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transtornos de ansiedade e depressao. Estruturas como a amigdala, o cértex pré-frontal, o
hipocampo e hipotalamo participam ativamente no controle das emocdes em primatas,
como o0s humanos, e em outros mamiferos (NIESCHLAG, 2012). Essas areas sdo
conhecidas por possuirem receptores para androgénios (AR), assim como para estrogénio
(ERa e ERP), sendo, consequentemente, importantes areas de acdo dos hormonios sexuais
(SARKEY et al, 2008).

Os metabdlitos do metabolismo da testosterona, quando formados no encéfalo,
sdo denominados neuroesterdides. Esses neuroesterdides possuem grande afinidade pelos
receptores presentes nessas estruturas. A DHT (formada apés acdo da 5a-redutase) possui
afinidade aumentada pelo AR quando comparado a testosterona. A DHT é metabolizada
em Sa-androstana-3a-17p-diol (3a-diol) ou Sa-androstana-3p-17p-diol (3B-diol). Esses
metabdlitos possuem propriedades farmacodindmicas bem distintas (HODOSY, 2012). O
3a-diol possui menor afinidade pelo receptor AR, mas age como modulador alostérico do
receptor GABAAa, aumentando seu tempo ¢ frequéncia de abertura. Ja o 3B-diol acaba
exercendo suas fungdes ao se ligar ao receptor ERP. Por fim, a testosterona ainda pode
sofrer acdo da aromatase, sendo convertida em estradiol, que age sobre receptores ER,
mediando ainda mais alteragdes comportamentais (MCHENRY, 2013).

O modo de acdo da testosterona merece também certa atencdo. Classicamente, a
atividade da testosterona esteve sempre relacionada aos seus efeitos intracelulares de acéo
genbmica, ou seja, ligam-se ao receptor androgénico e sdo translocados para o nucleo,
onde acabam exercendo suas funcdes. O resultado pode ser visto dentro de horas ou dias
dependendo da acdo. Porém, foi descoberto que a testosterona poderia apresentar funcoes
ndo-gendmicas ao se ligar a receptores androgénicos presentes na membrana plasmatica,
exercendo efeitos de inicio rapido (minutos, horas) (HODOSY, 2012). Importante
salientar que para observacdo dos efeitos estritamente ndo-genémicos, o intervalo entre a
aplicacéo e 0 modelo de teste comportamental selecionado deve ser de 30min, visto que
apos esse tempo ja pode ocorrer agBes gendmicas (FALKESTEIN, 2000) (revisdo
ampliada sobre o assunto pode ser vistaem MCHENRY, 2013).

Logo, pode-se observar a grande variabilidade de resultados presente na literatura
envolvendo o uso de analogos de testosterona sobre o comportamento humano e de
mamiferos ndo-humanos. Esses dados refletem ainda mais a necessidade de
aprofundamento nas pesquisas envolvendo o uso dessa substancia e seus efeitos nas

diferentes estruturas do encéfalo, assim como no comportamento.
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2.5 Testosterona e agressividade

A agressividade é um comportamento conservado entre diversas espécies, o que
demonstra a necessidade desse comportamento para a sobrevivéncia (DE MOURA
OLIVEIRA, 2015). A agressao é definida como um comportamento hostil em relacdo a
outro da mesma espécie (ou ndo), que tem, na maioria das situacdes, o objetivo de infligir
algum tipo de dor ou dano ao oponente. Por ser um comportamento extremo, acaba sendo
metabolicamente caro, ou seja, hd um gasto energético alto para iniciar e manter esse tipo
de acdo. Além disso, a acdo agressiva pode ser influenciada por questdes fisiologicas ou
devido a experiéncia, como o ciclo circadiano, o nivel de estresse, estado reprodutivo e
experiéncias de ganhar e perder, respectivamente. Quando o estimulo agressivo atinge o
ponto critico (limiar), a agressdo, normalmente, é desencadeada (LISCHINSKY, 2020).

A agressividade pode ser dividida diferentemente entre os humanos e os demais
animais. Nos humanos hé, basicamente, dois tipos: (a) a instrumental controlada, que visa
um objetivo final, visualizada em casos de homicidio, genocidios e assassinatos. Por ser
controlada, parece depender mais de regides corticais; e (b) reativa impulsiva, que esta
ligado, principalmente, a sentimentos de raiva, podendo ocorrer de forma repentina,
intensa e duradoura (SIEVER, 2008). A agressividade pode ser evidenciada em alguns
disturbios neuropsiquiatricos, como em alguns casos de esquizofrenia, transtornos de
personalidade, transtorno bipolar, entre outros. Ja os roedores exercem sua agressividade,
principalmente, para proteger seu territdrio, busca de comida, protecdo da ninhada
(agressividade materna), etc (DE MOURA OLIVEIRA, 2015; NELSON e TRAINOR,
2007)

Os estimulos desencadeantes da agressao, por sua vez, podem variar entre as
espécies. Enguanto em humanos estimulos visuais e verbais podem contribuir para a
agressdo, em roedores, por exemplo, a via sensorial olfativa acaba exercendo importante
funcdo nas entradas para outras vias relacionados a agressividade. Isso porque a via
olfativa, na presenca de um intruso, como no conhecido teste de intruso residente, serd
importante para determinar o sexo, a idade, a condicéo fisica, assim como a sua origem,
o0 grau de familiaridade e o risco de dominancia. J& em passaros canoros, a via auditiva
acaba exercendo importante fungéo, pois o reconhecimento do canto ou ndo pode ser um
gatilho para a agresséo (LISCHINSKY, 2020).

Algumas regibes encefalicas estdo envolvidas na expressdo da agressividade,
abrangendo, por sua vez, regides corticais e subcorticais. Regides como o bulbo olfatério

(em roedores), o hipotalamo anterior (HA), septo lateral (LS), a amigdala medial (MeA),
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nicleo do leito da estria terminal (BNST), porcdo ventrolateral do hipotalamo
ventromedial (VMHvI), éarea pré-éptica médio lateral (MPOA), area cinzenta
periaquedutal (Periaqueductal Gray - PAG), sdo consideradas importantes na modulagéo
do comportamento agressivo, formando uma verdadeira circuitaria central de
agressividade (CCA). Por sua vez, as regides corticais superiores, como o cortex pré-
frontal (mPFC), sdo importantes para regular a acdo ofensiva (DELVILLE et. al, 2000;
LISCHINSKY, 2020; NELSON&TRAINOR, 2007) (Figura 4). (para revisdao ampliada
do assunto sugiro a leitura das referéncias LISCHINSKY, 2020 e NELSON e TRAINOR,
2007)
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Figura 4. Regies encefalicas envolvidas na circuitaria de agressdo em camundongos. Em camundongos,
a informag&o sensorial olfativa tem como destino os bulbos olfativos acessério, sendo retransmitida para a
circuitaria central da agressividade (CAC) para que seja integrada. Regides como o Hip, LS e mPFC podem
modular as a¢Bes agressivas através de sua interagdo com 0 CAC. O CAC, por sua vez, terd como fungdo
mediar o ataque inato através de suas proje¢des para 0 PAG, assim como facilitar a agressividade devido
sua interacdo com o corpo estriado por meio de sua proje¢do para os neurdnios dopaminérgicos VTA.
Amarelo: regides envolvidas no processamento de entradas sensoriais; laranja: estruturas pertencentes ao
CCA; vermelho: regides importantes no comportamento motor; roxo: regides de controle superior; lilas:
indica regiGes onde residem os neurdnios dopaminérgicos. AOB, bulbo olfativo acessério; MOB, bulbo
olfativo principal; CoAp, nicleo cortical posterior da amigdala; Hyp, hipotdlamo; MPOA, area pré-optica
medial, hip, hipocampo; Str, estriado; roxo com amarelo: vinculo entre a circuitaria central de
agressividade com a area tegmental ventral (adaptado de LISCHINSKY, 2020)

Os neurotransmissores, assim como 0s horménios sexuais, também podem
assumir um papel importante no processo de agressividade, entre eles a arginina
vasopressina central (AVP) e a serotonina (5-HT) (GRIMES, 2006; GRIMES, 2007). Foi
observado que a atividade da circuitaria central de agressao € regulada, ao que parece,

pela atividade de neurbnios serotoninérgicos e vasopressinérgicos em regiées como o
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hipotalamo anterior (HA). Nesse caso, a atividade da AVP demonstrou facilitar a agressio
ofensiva, que é normalmente inibido pela 5-HT. O HA parece também ser um importante
ponto de convergéncia para alteracdes neuroplésticas induzidas por EAAS nestes sistemas
neurais relacionados a expressao do fenotipo agressivo (DELVILLE et. al, 2000;
GRIMES et. al, 2007).

Outros neurotransmissores parecem contribuir também para o comportamento
agressivo. Foi demonstrado que a agressividade esta também associada a atividade do
sistema GABAérgico. O aumento da atividade GABAeérgica no septo lateral (NELSON
e TRAINER, 2007), assim como na amigdala medial postero-dorsal (AMpd), foi o
suficiente para evocar ataques em camundongos. Por sua vez, a desativagdo da AMpd
aboliu o comportamento de ataque (LISCHINSKY, 2020). Além disso, niveis elevados
da enzima acido glutamico descarboxilase (GAD) foram verificados em areas
relacionadas com o comportamento agressivo (hipotdlamo anterior, amigdala medial,
hipotalamo ventrolateral). Por outro lado, hd uma reducdo do contetdo proteico desta
enzima no septo lateral, ap6s um evento agressivo em hamsters. Juntos, esses resultados
contribuem para a sustentacdo da hipotese da existéncia de uma comunicacdo entre 0s
sistemas de controle inibitorio realizado pela 5-HT e o GABA, sugerindo um mecanismo
pelo qual a maior atividade GABAérgica poderia causar a desinibicdo de um estado
comportamental (ou seja, agressao ofensiva), que é regulada pelo sistema serotoninérgico
(GRIMES et al. 2003).

O comportamento de agressividade também pode ser considerado um
comportamento motivado, que pode ser fortalecido ou ndo apds varios encontros sociais
conflitantes. Logo, foi suposto que o sistema dopaminérgico também estivesse envolvido
na agressividade (NELSON e TRAINOR, 2007). Ao que tudo indica, sdo 0s neurdnios
presentes na via mesolimbica, na area tegmental ventral (VTA) e no nicleo accumbens
(nAc) que sdo fortalecidos ap0s episodios repetidos de agressdao, mediados,
provavelmente, pela via VMHvVI—VTA —nAC (LISCHINSKY, 2020). Classes de
farmacos que atuam sobre os receptores D2, como 0s antipsicoticos atipicos (ex:
haloperidol), tém sido utilizados ha anos para o tratamento de pacientes agressivos (DE
ALMEIDA, 2005). Além disso, a utilizagdo de um camundongo nocaute para
transportador de dopamina — DAT - (aumentando sua biodisponibilidade sinaptica),
contribuiu para elevar os episodios de reatividade no teste de hierarquia social
(RODRIGUIZ, 2004). Outros neurotransmissores como noradrenalina, ocitocina,

opioides, 6xido nitrico, assim como 0s hormonios esteroides, tém sido pesquisados e
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podem influenciar os niveis de agressividade do individuo (LISCHINSKY, 2020;
NELSON e TRAINOR, 2007; SIEVER, 2008)

Outro ponto que deve ser destacado séo referentes as evidéncias epidemioldgicas
e experimentais, que ligam a administragdo cronica de esteroides anabodlicos com o
aumento da agressdo em roedores adultos, visualizados no teste intruso-residente
(OLIVARES et al., 2013).

Dessa forma, buscamos entender se nosso modelo experimental é capaz de alterar
0s niveis de agressividade apds a administracao crénica de propionato de testosterona em
camundongos machos, assim como a possibilidade de ser transmitido para a proxima
geracéo.

2.6 Epigenética e heranca multigeracional

O corpo humano possui cerca de 30 mil genes, na qual apenas uma parte dela, em
torno de 10 mil genes, estdo ativos. Esse conjunto imenso de genes formam o genoma
humano, que foi sequenciado e divulgado em 2004 (ALBERTS et al, 2017). Os genes
fazem parte dos cromossomos, que sdo corpusculos compactados localizados no nucleo
da célula e sdo responsaveis por conter toda a informacéo genética do individuo. Por sua
vez, 0s genes presentes nos cromossomos sdo formados pelo &cido desoxirribonucleico
(DNA), que é um composto organico extremamente importante para a vida humana.
(BEAR et. al, 2002). O DNA possui duas funcfes importantes: (1) serve como depdsito
de informaces genéticas autorrenovavel, na qual a célula é capaz de replicar seus genes
antes de repassar aos seus descendentes, possibilitando a passagem das caracteristicas dos
pais aos filhos; (2) é responsavel por coordenar todo o desenvolvimento e funcionamento
das células através do fenémeno de transcrigdo e tradugdo da informacdo genética em
proteinas. Esse segundo papel é chamado de expressao génica (BORON, 2017).

A expressdo génica é composta por dois eventos principais: a transcricdo e a
tradugdo. A transcrigdo consiste no processo de formacdo da fita de RNA a partir da
molécula de DNA, coordenada pela enzima RNA polimerase Il, que € um processo que
ocorre no nucleo da célula. Ja a traducdo € o processo na qual ocorre a sintese de proteinas
a partir do RNA e ocorre, por sua vez, no citoplasma. Portanto, para que ocorra a
passagem da informacédo do nucleo para o citoplasma é necessario a presenca de um RNA
intermediario, conhecido como RNA mensageiro (MRNA). Esse processo forma o
conhecido dogma central da biologia, que diz que a informagdo parte de maneira
unidirecional do DNA para a formacao de proteinas (BORON, 2017).

O grande tamanho do material genético, na forma de cromossomo, exigiu
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mecanismos que possibilitaram a condensacdo de todo DNA dentro do nucleo. Essas
proteinas arquitetdnicas propiciam protecdo contra danos ao material genético, ao mesmo
tempo que permitem a interacdo da RNA polimerase com os promotores e, dessa forma,
efetuar a transcricdo (HENIKOFF e SMITH, 2015). Este enovelamento feito no DNA
ocorre através das histonas e das proteinas ndo-histonas. Essa compactacdo forma um
complexo DNA-proteinas associadas que da origem a cromatina. A cromatina tem como
elemento basico o nucleossomo que, por sua vez, € composto por um cerne proteico de
histonas (H2A, H2B, H3 e H4) e 147 pares de base (pb). Uma quinta histona, H1, ndo faz
parte do cerne central que da origem ao nucleossomo, mas possui funcdo estrutural
importante (BLAKLEY e LITT, 2015).

Cerca de 1/5 dos aminodacidos que formam o cerne do nucleossomo sao a arginina
e a lisina. Esses aminoacidos possuem carga elétrica positiva, o que acaba aumentando a
interacdo com a molécula de DNA que possui carga elétrica negativa devido a cadeia
principal de fosfodiéster. O grau de interacdo entre 0 DNA e as histonas podem facilitar
ou dificultar a agdo da maquinaria transcricional para a ativagdo génica (MAZZIO e
SOLIMAN, 2012). As histonas também possuem caudas externas que podem sofrer
modificacbes covalentes (metilacdo, acetilacdo, fosforilacdo, SUMOilacdo,
ubiquitinizacdo, entre outros) e também alteram, dessa forma, o nivel de compactacdo
desta cromatina (heterocromatina — eurocromatina, ou vice-versa), expondo mais ou
ndo, as regides codificantes para a expressdo génica (FERREIRA, 2012). (Figura 5).

Diversos estudos demonstram que ndo apenas 0 DNA é capaz de sofrer alteracao
em sua estrutura (mutacdo), mas as proteinas que fazem parte dos nucleossomos
(proteinas histonas e ndo-histonas) também podem também sofrer modificacdes. Essas
modificacbes sdo capazes de permanecer durante as proximas replicacdes celulares e,
consequentemente, ter a capacidade de influenciar sua descendéncia. Tais alteracGes que
podem afetar o0 DNA sem modificar sua sequéncia nucleotidica é conhecido como
epigenética (CONSOLARO, 2009).
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Figura 5. Cromatina e modificacBes epigenéticas do DNA e das histonas. Os componentes do cddigo
epigenético e a remodelacdo da cromatina realizada pelos RNA néo-codificante. O equilibrio entre a
eurocromatina e a heterocromatina é coordenada por writes e erasers de cada modificacéo epigenética. Por
exemplo, DNA metiltransferase e dioxigenases no caso de DNA, e histona acetiltransferase e histona
Deacetilase para as histonas. (adaptado de VILLOTA-SALAZAR et al, 2016).

Em 1942, o termo epigenética foi inicialmente batizado por Conrad Waddington
para descrever uma ideia na qual, os genes podem se expressar de forma diferente de
acordo com a necessidade (FERREIRA, 2012). Esse mecanismo é extremamente
importante, por exemplo, durante o periodo de diferenciacdo celular. Isso ocorre porque
os diferentes tipos celulares existentes em um organismo, advém de um mesmo genoma,
logo mecanismos capazes, de ndo apenas diferenciar as células para que exercam suas
funcbes especificas, mas que também mantenham essas marcas ao longo da vida séo
necessarios (FONSECA, 2021).

Em principio, qualquer exposic¢do a fatores ambientais como dieta, estilo de vida,
radiacdo, poluentes, drogas de abuso, entre outros, contribuem para as alteragdes no
epigenoma do individuo (FRANCIS, 2015). Portanto, ao contrario do que se imaginava,
desde que a genética de Mendel desvendou os mecanismos evolutivos preconizados por
Darwin em sua Teoria da Evolucéo, a informacdo pode progredir tanto no sentido do
DNA para o fenétipo quanto do fendtipo para o DNA. Uma vez que o fenétipo é capaz
de influenciar o comportamento do DNA, mesmo que ndo de forma estrutural, mas
quimicamente, determinados aspectos fenotipicos adquiridos durante a vida poderiam ser

transmitidos para as geracOes futuras (JENSEN, 2013).

24



Estas mudancas ocorrem por alguns mecanismos epigenéticos importantes:

a) modificacbes pds-traducionais nas histonas: ocorre por meio de metilacOes,
acetilagdes, fosforilagGes, ubiquitinizagdes, SUMOQilagdes nas caudas N-terminais das
histonas. Estas modificacfes que alteram a interacdo da cromatina com o nucleossomo,
comportam-se como verdadeiro, codigo das histonas (FERREIRA, 2012). O codigo de
histonas ocorre devido a interacdo com diversas enzimas, sendo cada uma delas
responsaveis por determinada fungéo, tais como: Writes: responsaveis por estabelecer as
marcas epigenéticas sobre as histonas; Readers: responsaveis por reconhecer esses sinais;
e por fim, Erases: responsaveis por reverter essas mudancas (VILLOTA-SALAZAR et
al, 2016).

b) RNAs ndo codificantes: Os RNAs ndo codificantes sdo moléculas que
interferem na expressdo de genes, podendo regular as modificacbes na cromatina, a
impressdo génica, a metilacdo e a transcricdo génica. Destacam-se 0s pequenos RNAS
nucleolar (snoRNA), pequeno RNA de interferéncia (SiRNA), RNA longo ndo-
codificante (IncRNA), piwiRNA (piRNA), RNA de Inativagdo X (XiRNA) e 0s micro-
RNAs (VILLOTA-SALAZAR et al, 2016; ZOGHBI et al, 2016).

c) metilacdo do DNA: consiste na adi¢éo de grupamentos metila (CHs) & base
citosina. Esse processo ocorre nas ilhas CpGs (rica em nucleotideos guanina e citosina)
na qual a citosina metilada, agora convertida em metil-citosina, sera capaz de modular a
expressdo de genes e, por conseguinte, regular a transcricdo do RNA (DE OLIVEIRA,
2012). De uma maneira geral, as sequéncias que sofrem o processo de metilacdo ndo sao
transcritas, enquanto as sequéncias sem metilacdo sdo transcritas ativamente (JIRTLE e
SKINNER, 2007). Em mamiferos, a metilacdo do DNA é catalisada pelas enzimas DNA
metiltransferases (DNMTSs), que tém como funcédo adicionar o grupamento metil a base
citosina. Dentre dessas DNMTSs, duas classes se destacam: DNMT1, que realizam a
manuten¢do do padrdo de metilagdo durante a replicagcdo do DNA, sendo, portanto,
importante para a metilagéo durante a divisdo celular (LI&ZHANG, 2014); e DNMT3ae
DNMT3b, que sdo responsaveis pela metilagdo de novo DNA durante o desenvolvimento
embrionario, na formagdo de gametas e no imprinting gendmico (FERREIRA, 2012;
FONSECA, 2021). A metilagio do DNA é o mecanismo epigenético melhor
compreendido entre todos 0s mecanismos conhecidos, principalmente no que diz respeito
ao seu envolvimento nas herancas epigenéticas ocorridas de uma geracdo para a outra
(OSBORNE-MAJNIK, 2013).

Os processos epigenéticos sdo altamente complexos, portanto, qualquer distarbio
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em seus mecanismos de estabelecimento ou manutencao de suas marcas podem alterar o
funcionamento normal da célula e, consequentemente, contribuir para o aparecimento de
doencas (DE OLIVEIRA, 2012). Pesquisas nos ultimos anos vém demonstrando que 0s
primeiros meses de desenvolvimento do feto sdo etapas consideradas criticas para que as
alteracdes no epigenoma do individuo possam ocorrer. Assim, as alteracfes epigenéticas
estdo se tornando cada vez mais importantes para o entendimento de como algumas
doencas podem passar para o herdeiro genético (SKINNER, 2011).

A Origem Fetal das Doencas, conhecida também como a Teoria de Barker,
proposta pelo epidemiologista inglés David Barker, trata exatamente sobre esse periodo
critico de desenvolvimento fetal e suas possiveis implicacGes na idade adulta. Barker
verificou a existéncia de associacdo entre a ma nutricdo materna durante a gestacdo
(levando o feto a adaptacGes metabodlicas ou estruturais) e o aumento do risco para o
aparecimento de doencas coronarianas, diabetes mellitus e acidente vascular cerebral
(AVC) durante a idade adulta do individuo. Todo esse processo pode ser chamado
também de programacéo fetal (SECO e MATIAS, 2009; MELO, 2017). Em relagio a
prole gerada e que sofreu interferéncia diretamente do ambiente, o tipo de heranca
epigenética é conhecido como heranca multigeracional (LI, 2015). Além disso, a prole de
fémeas que sofreu algum estresse durante o periodo fetal e que tiveram suas células
germinativas também expostas ao estresse ambiental, mesmo que indiretamente, podem
sofrer também de alteracfes metabdlicas durante a vida adulta. Dessa forma, as
caracteristicas ou as doengas podem ser expressas nas geragdes futuras, mesmo que 0s
filhos ndo tenham sido influenciados diretamente por fatores ambientais, o que é definido
como heranca transgeracional (SKINNER, 2011) (Figura 6)
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Figura 6. Modos de heranga entre geractes. Nesta figura pode ser visto 3 tipos de transmisséo geracional
de experiéncia parental. Linha superior: Na linha superior ocorre a exposigao pré-natal. Nesse caso, a mée
(FO) foi exposta durante o periodo gestacional juntamente com a prole (F1). Dessa forma, F1 é exposta e
programada em diferentes tecidos, porém ndo sera transmitido para a geragdo seguinte. Linha central: Na
linha central, ocorre a heranca multigeracional. A geracdo F1 é exposta durante a gravidez, modificando,
por sua vez, suas células germinativas. Logo, a modificagdo ocorrida nas células germinativas de F1 afetara
o fendtipo de F2. No entanto, a reprogramacdo desta modificacdo durante a diferenciacdo de células
germinativas primordiais de F2 prevenirdo a transmissdo do fen6tipo para F3. Linha inferior: Na linha
inferior, ocorre a herancga transgeracional. A exposicdo da F1 durante o periodo gestacional, altera seus
gametas. Os espermatozoides F1 modificados afetam o desenvolvimento de F2. Caso as modificacdes
gaméticas ndo forem apagadas durante a diferenciagdo das células germinativas primordiais, 0s
espermatozoides de F2 também serdo modificados e transmitirdo o fenotipo para F3 (Retirado de SZYF,
2015)

A maioria das pesquisas envolvendo a transmisséo da heranga
genética/epigenética esteve, principalmente, focado nos insultos endocrinos e nutricionais
de origem materna, e pouca ou nenhuma atencdo foi dada aos insultos de origem paterna
e sua possivel relacdo no estabelecimento de heranca na sua descendéncia (DAY et al,
2016). Somente nos ultimos anos essa relacdo pai/filhos tem sido melhor estudada ao
verificar as possiveis interacdes paternas na heranca epigenética apds exposicao
ambiental. Apesar de muitas delas ainda gerarem controvérsias, exposi¢des do pai a tintas,

solventes industriais, agricultura, elementos quimicos de guerra, radiacfes ionizantes,
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dieta e estilo de vida ja foram relatados na literatura (SOUBRY, 2015).

Um dos primeiros estudos sobre heranca transgeracional paterna veio da
observacao dos impactos causados pela falta de disponibilidade de alimentos intercalados
com periodos de fartura alimentar, durante o periodo de crescimento lento (PCL), em
certa populacdo sueca. Esse periodo de escassez (causados por perdas nas colheitas,
guerras e armazenamento inadequados), com momentos de fartura alimentar, ocorreu no
final do século XIX e inicio do século XX, em uma regido da Suécia, conhecida como
Overkalix (VIEIRA, 2017). Este estudo, realizado por Kaati et. al (2002), aproveitou o
bom armazenamento de dados sistema de salde sueco para ter acessos as informacdes de
mais de 320 pessoas (ap0s as exclusdes, foram considerados apenas 239 individuos) e
verificou que os pais homens que passaram pelo PCL com escassez de alimentos, tiveram
filhos com menores riscos de desenvolverem doencas cardiovasculares (hipertensao,
acidente vascular cerebral (AVC), doencas coronarianas). Por sua vez, os avds que
passaram pelo mesmo periodo, na qual a disponibilidade de alimentos era maior, os netos
teriam chances aumentadas de morrerem devido a diabetes (KAATI et. al, 2002; VIEIRA,
2017). Por mais gque o estudo tenha diversos vieses, dificultando o controle dos resultados,
este foi um dos primeiros trabalhos a trazerem luz as possiveis herancas multi e
transgeracional de origem paterna.

Um outro trabalho, dessa vez realizado em camundongos, também buscou
verificar esse efeito causal na prole. Os camundongos foram submetidos a um periodo de
estresse (privacdo alimentar) antes do acasalamento, garantindo, dessa forma, que as
diferencas visualizadas na prole fossem devidas ao estresse de origem paterna, ndo aos
estresses de origem materno (periodo gestacional e pré-natal). Como resultado, foi visto
que a prole (machos e fémeas) desses pais que sofreram privacdo alimentar antes do
acasalamento possuiam niveis de glicose sérica mais baixos do que o controle
(ANDERSON et. al, 2006).

Considerando que ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas, visto o
grande numero de possibilidades de efeitos ambientais que podem interferir na vida do
individuo, nosso trabalho busca entender se a utilizacdo de um tipo de droga de abuso
pelo pai, pode ser capaz de alterar o fenotipo da sua prole na idade adulta
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Verificar se a exposicao paterna a uma dose supra fisiologica de propionato de
testosterona é capaz de alterar os pardmetros comportamentais da prole durante a idade

adulta, bem como 0s mecanismos transcricionais envolvidos.

3.2 Objetivo Especificos

e Avaliar a expressdo de comportamento semelhante & ansiedade atraves do teste do
labirinto em cruz elevado (LCE) e no teste da caixa claro-escuro (CCE);

e Auvaliar a atividade motora espontanea através do teste do campo aberto (CA);

e Avaliar a expressao de comportamento semelhante a depressdo através do teste de
suspensdo pela cauda (SC);

e Avaliar a memoria através dos testes de reconhecimento de objetos (RO), Labirinto
de Barnes (LB) e Esquiva Passiva (EP);

e Avaliar o comportamento social através do teste de Interacdo Social (IS);

e Avaliar a agressividade e a dominancia social através do teste do Intruso Residente
(IR)

e Avaliar a expressdo dos genes Gadl (enzima &cido glutamico descarboxilase 67 -
GADs7), Gabra2 (a subunidade o2 do receptor acido gama amino butirico A -
GABAA\), Bdnf (brain derived neurotrophic factor - BDNF), Ntrk2 (receptor TrkB),
Tph2 (triptofano hidroxilase 2 - TPH2), Hrtla (receptor 5H-hidroxitriptofano -
5HT1a) e Th (tirosina hidroxilase - TH) em amostras de hipocampo, amigdala e cortex
pré-frontal pelo método de RT-gPCR;

e Avaliar a concentragdo plasmatica de testosterona através do método de ELISA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas Swiss Webster com 40 dias de
vida e peso aproximado de 20-40 gramas, fornecidos pelo Biotério de Criacdo de
Roedores do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da UFRRJ sendo mantidos em
estantes ventiladas (Alesco) com temperatura de 24°C + 2°C e umidade a 60%. Além
disso, durante este periodo, receberam agua e racdo (Purina ®) ad libitum com ciclo de
claro-escuro 12-12h. Ao final do periodo de aclimatacdo de 7 dias, os animais foram

separados em dois grupos

4.2 Tratamento

Para a realizagdo do tratamento, os animais foram separados em dois grupos
experimentais: controle e tratado. Ao grupo tratado, administrou-se propionato de
testosterona (Androgenol®), enquanto que no grupo controle foi administrado 6leo de
amendoim (veiculo). Dessa forma, buscou-se que o processo de estresse envolvido no
processo administracdo fosse 0 mesmo.

Para a preparacdo da solucdo, foram utilizados 7,5mL da solu¢do de Androgenol®
(20 mg/mL), diluidos em 2,5 mL de 6leo de amendoim. A concentracdo final do PT foi
de 7,5 mg/mL. O célculo utilizou como referéncia 0,1 mL para cada 100 g de animal. A
dose de propionato de testosterona administrada, portanto, foi de 7,5 mg/kg
(MARTINEZ-SANCHIS, 1998). A via utilizada para administracdo, tanto para o veiculo
quanto para o anabolizante, foi a via subcutanea, duas vezes por semana durante 5
semanas. A area escolhida para administracao foi o espaco interescapular na regido dorsal
do animal. A administracdo foi realizada entre as 11 hs e 13 hs.

A fim de evitar o efeito de retirada do farmaco, que poderia ser uma variavel de
confusdo em nosso trabalho, o protocolo de tratamento nédo foi interrompido durante as
etapas de acasalamento e testes comportamentais. Dessa forma, os animais foram
submetidos a mais 3 administracdes durante o periodo, totalizando, portanto, 13

administragoes.
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4.3 Delineamento Experimental
Protocolo 1

Para a formac&o dos grupos foram utilizados 10 camundongos machos, divididos
em grupo controle (n=5) e grupo tratado (n=5). No protocolo 1, os animais submetidos
ao tratamento ndo realizaram a bateria de testes comportamentais, sendo realizado apenas

pela prole (Figura 7)
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Figura 7. Representacdo esquemaética do delineamento experimental do protocolo 1

Durante o periodo de acasalamento, tais animais foram distribuidos em caixas com
as seguintes dimensdes 34 cm x 40 cm x 20 cm (largura x comprimento x altura) com
uma razéo 2:1 (2 fémeas para 1 macho). Dessa forma, se tinha durante o periodo de
acasalamento 20 fémeas, sendo 10 fémeas para cada grupo. Nos dias subsequentes a
exposicdo inicial ao macho, as fémeas eram avaliadas para a presenca de plug vaginal
para confirmacdo do coito bem-sucedido.

Apbs o periodo de acasalamento, a ninhada foi padronizada em 8 filhotes, sendo
4 machos e 4 fémeas. Os demais animais da ninhada que n&o formaram os grupos foram
submetidos a eutanasia. Aos 21 dias de vida, os animais também foram submetidos ao
desmame e, conforme o tratamento paterno, foram separados em dois grupos: geragéo F1
controle e geracgdo F1 tratado (prole 7,5 mg/kg). Ao completar 70 dias de vida, a prole
adulta de camundongos machos e fémeas foram submetidas a bateria de testes
comportamentais composta por: campo aberto (CA), reconhecimento de objetos 6 horas
(RO 6h), caixa claro-escuro (CCE), labirinto em cruz elevado (LCE) e suspensao pela

cauda (SC) (Figura 8). A ordem estabelecida foi proposta de uma maneira que 0s animais
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fossem avaliados do método menos invasivo para 0 mais invasivo. Por sua vez, a
realizacdo da bateria comportamental ocorreu com 24h de intervalo entre um e outro
método de avaliagdo (MCILWAIN et al., 2001). A realizacdo desses testes submetidos
nos mesmos animais, permite determinar, a partir de diferentes paradigmas, fenotipos
comportamentais correlatos que podem estar presentes em varios dominios e funcGes no
SNC. E importante destacar que a prole M foi submetida a toda bateria de testes primeiro,

seguida, posteriormente, pela prole F.
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Figura 8. Bateria de métodos de avaliacdo comportamental da prole Fe M

Ao final da bateria de testes comportamentais, a prole foi submetida a eutanasia
para a coleta da amigdala total, hipocampo, mesencéfalo e cértex pré-frontal. Assim que
coletados esses tecidos eram imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Apds o
término do processo de eutanasia, os tecidos foram armazenados a -80°C para posterior
andlise de expressdo génica através da técnica de gRT-PCR.

Protocolo 2

Posteriormente, um novo protocolo foi realizado com o objetivo de avaliar os
efeitos da administracdo de PT nos pais machos submetidos ao tratamento, assim como
avaliar a prole M e F em métodos de testes complementares nao realizados no protocolo
1 (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo esquematica do delineamento experimental do protocolo 2

Dessa forma, para a realizacdo do protocolo 2, foram utilizados 59 camundongos
machos para a formagéo dos grupos controle (n=28) e tratado (n=31). Desse total de
animais, realizamos uma nova distribuicdo de modo que uma parte fosse submetida a
bateria de testes comportamentais logo ao final do tratamento (controle=23, tratado=25),
enguanto uma outra parte foi colocada em acasalamento (controle=5, tratado=6).

Os animais foram mantidos em caixas com as seguintes dimensdes: 34 cm x 40
cm x 20 cm (largura x comprimento x altura), sendo até 7 machos em cada caixa por
grupo. Ao final do tratamento os machos colocados para acasalamento foram distribuidos
em caixas individuais com uma razdo de duas fémeas para cada macho. Dessa forma,
durante o periodo de acasalamento, havia 22 fémeas, sendo 10 pertencentes ao grupo
controle e 12 ao grupo tratado. Nos dias subsequentes a exposicao inicial ao macho, as
fémeas eram avaliadas para a presenca de plug vaginal.

Ao término do periodo de tratamento, os animais tratados com PT ou 6leo de
amendoim (FO) foram submetidos a uma bateria de testes comportamentais a fim de
avaliar as possiveis alteracdes comportamentais induzidas pelo uso da substancia. A
bateria comportamental consistiu nos seguintes testes em suas respectivas ordens de
realizacdo: CA, RO 6 horas, CCE, LCE, interacdo social (1S), intruso residente (IR) e SC
(Figura 10). A ordem estabelecida foi proposta de uma maneira que os animais fossem
avaliados do método menos invasivo para 0 mais invasivo. Por sua vez, a realizacdo da
bateria comportamental ocorreu com 24h de intervalo entre um e outro método de
avaliacdo (MCILWAIN et al., 2001).
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Figura 10. Bateria de métodos de avaliacdo comportamental dos pais submetidos ao tratamento
com PT (F0)

Suspensio pela
cauda

O processo de padronizagcdo das ninhadas, desmame e separacdo dos grupos
experimentais foi realizado exatamente como descrito no protocolo 1 do experimento.

A prole (F1), tanto os machos quanto as fémeas, também foram submetidos aos
métodos de avaliagdo comportamental complementar aos realizados no protocolo 1. Os
métodos foram divididos em: bateria de testes de meméria (RO 24 horas, Labirinto de
Barnes e Esquiva-Passiva), além da realizacdo dos métodos IS e IR (Figura 11). E
importante destacar que para a realizagao dos testes comportamentais, um animal de cada
prole obtida de diferentes ninhadas foi aleatoriamente utilizado para a formacgdo dos
grupos controle e tratado. Dessa forma, foi formado grupos para a bateria de meméria

(controle=11, tratado=11), e outros 2 grupos para o teste de sociabilidade (controle=11,

tratado=11) e agressividade (controle=11, tratado=11).
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Figura 11. Métodos comportamentais da prole Fe M

Assim como na 1° etapa, ao final da bateria de testes comportamentais, tanto os
animais submetidos ao tratamento quanto a prole foram submetidos a eutanasia para a
coleta da amigdala total, hipocampo, mesencefalo e cortex. Assim que coletados esses
tecidos eram imediatamente congelados em nitrogénio liquido. Apos o término do

processo de eutanasia, os tecidos foram armazenados a -80°C para posterior analise de
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expressdao génica através da técnica de gRT-PCR. O sangue também foi coletado e

armazenado para analise dos niveis plasméticos de testosterona pelo método ELISA

4.4 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos utilizados neste estudo estdo de acordo com as normas e
principios éticos preconizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, em consonancia com a Lei 11794 de 8 de
outubro de 2008 e o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH Publicacdo
N° 85-23, revisado 1996). Este trabalho recebeu protocolo da CEUA de n°012282/2017.

4.5 Métodos de avaliagdo comportamental
4.5.1 Ansiedade e depressao
4.5.1.1 Campo aberto (CA)

Este teste € um simples protocolo, cuja avaliacdo dos seus componentes tem sido
amplamente utilizada para determinacdo de emocionalidade (ROTH e KATZ, 1980;
SEIBENHENER et. al, 2015) e da atividade locomotora espontanea e exploratoria em
roedores (WALSH e CUMMINS, 1976). Além disso, este teste também é considerado
um excelente modelo sensivel a drogas com propriedades ansioliticas. O protocolo do
teste segue as orientacdes metodoldgicas sugerido por Prut e Belzung (PRUT e
BELZUNG, 2003).

Imediatamente antes do ensaio, cada animal foi inserido individualmente no
centro de uma caixa circular, de acrilico (30 cm de diametro) dividida em duas diferentes
zonas (central e periférica), onde os mesmos foram permitidos a explorar o ambiente por
5 minutos. A iluminacdo da sala de teste ficou em 30 lux (DAO, 2009). Nesse protocolo,
foram avaliados nUmero de quadrantes totais, nimero de quadrantes centrais, 0 numero
de rearings (levantamento das patas dianteiras pressionadas contra a parede da arena),
comportamento de autolimpeza (grooming), o tempo de permanéncia na zona central,
razdo central (relagdo entre nimero de quadrantes centrais e totais) e nimero de bolos
fecais. Neste teste, a atividade locomotora/exploratéria € indicada pela distancia total
percorrida e pelo numero de rearings, enquanto o nimero de bolos fecais € utilizado para
avaliar o grau de emocionalidade. Por fim, as respostas semelhantes a ansiedade estéo
ligadas ao tempo de permanéncia na area central e pela razdo central (MCILWAIN et al,
2001).
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Figura 12. Campo Aberto (Foto: acervo do autor)

4.5.1.2 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado reflete um conflito entre a preferéncia dos roedores
por areas protegidas e sua motivacdo natural de explorar novos ambientes. Dessa forma,
este teste presta-se a avaliacao de aspectos relacionados a ansiedade e ao medo (PELLOW
et al, 1985). Além disso, durante este teste, € possivel avaliar aspectos que envolvem a
tomada de decisdo dos animais, que esta diretamente relacionado a andlise de risco e,
consequentemente, com o status de ansiedade (MIKICS et al, 2005).

O aparato utilizado no teste do labirinto em cruz elevado consiste em dois bracos
abertos (25 x 5 x 0,5 cm) cruzados por dois bracos opostos fechados (25 x 5 x 16 cm),
situados a 40 cm de altura do chdo. As pequenas paredes (1cm) nos bragos abertos
contribuem para reduzir o nimero de quedas dos animais (KOMADA et. al, 2008), assim
como permitir uma maior exploracdo dos animais no aparato, visto que a aversao ao
espaco aberto deve ser o principal comportamento ansiogénico do que a aversdo a

ambientes altos em camundongos (TREIT et. al, 1993). Os bragos sdo conectados por
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uma plataforma central (5 x 5 cm), cuja estrutura é semelhante a uma cruz grega. Desse
modo, os camundongos foram inseridos individualmente na plataforma central da cruz
com a cabeca voltada para um dos bragos fechados, sendo permitida a exploragéo do
aparato por 5 minutos. A iluminacdo da sala durante o periodo de teste foi de 100 lux
(KOMADA et. Al, 2008).

Durante este periodo, foram registrados parametros relacionados ao
comportamento semelhante a ansiedade tais como: o tempo cumulativo e a frequéncia de
entradas nos bragos abertos e fechados foram registrados. No entanto, € importante frisar
que somente foi contabilizada como entrada aquela tentativa em que 0s animais
posicionavam todas as patas em um dos quatro bragos. Apés a avaliacdo dos parametros
anteriores, a percentagem de entradas nos bracos abertos e o tempo de permanéncia na
plataforma central foram calculados. Além disso, 0 comportamento de tomada de decisédo

foi avaliado pelo nimero de extensdes das patas posteriores (SAP).

Figura 13. Labirinto em cruz elevado (Foto: acervo do autor)
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4.5.1.3 Caixa claro-escuro (CCE)

Esse teste é baseado na aversdo inata dos roedores por locais fortemente
iluminados e por ambientes novos (CRAWLEY e GOODWIN, 1980).

O protocolo de teste segue as orientacbes metodologicas sugerido por Chaouloff
et. al (1997). Nesse protocolo, os animais foram alocados individualmente em uma caixa
de acrilico (45cm x 27cm x 27cm) dividida de forma desigual em dois ambientes
divididos por uma diviséria dotada de uma pequena abertura, que permite a transi¢do dos
individuos no aparato. Dois tercos do ambiente & fortemente iluminado (400lux),
enquanto a outra porcdo € escura (10 lux). Desse modo, os animais foram colocados no
lado escuro, onde foram permitidos explorar o aparato por 5 minutos. Durante esse
periodo, foram analisados o nimero de transicGes e 0 tempo de permanéncia no ambiente
claro, bem como a laténcia de entrada no ambiente mais iluminado. Todos esses
parametros sdo relacionados com o comportamento semelhante a ansiedade. Além disso,
0 comportamento de tomada de decisdo e exploracdo foram avaliados pelo nimero de
SAP e pelo nimero de rearings realizados na parte clara do aparato, respectivamente.

Figura 14. Caixa Claro-Escuro (Foto: acervo do autor)

4.5.1.4 Suspensao pela cauda (SC)
Este teste baseia-se na observagdo de que os roedores ap0s a execucao inicial de

movimentos vigorosos orientados de escape desenvolvem uma postura imovel quando
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colocado numa situacéo estressante inevitavel (CASTAGNE et al, 2011; STERU, 1985;
JUSZCZAK, 2006).

O protocolo de teste segue as orientagdes metodologicas sugerido por Can
(2012). Nesse teste, a condicdo envolve o estresse hemodinamico inescapavel causado
pelo fato de os animais estarem pendurados pela cauda. Para realizacdo desse protocolo,
0s camundongos eram fixados em uma haste a 100 cm do chdo com auxilio de uma fita
adesiva. Durante o intervalo de 5 minutos, foram contabilizados os seguintes parametros:
a laténcia para o primeiro episodio de imobilidade e o tempo de imobilidade. O periodo
de imobilidade pressupde um indice de desespero comportamental, na qual pode ser visto
como a perda da expectativa em fugir. Esse comportamento parece estar de acordo com
as observacdes clinicas observadas em pacientes com depressdao, que, normalmente,
apresentam uma hipoatividade motora (O’LEARY ¢ CRYAN, 2009). A iluminacédo
utilizada durante o teste foi 50 Lux.

|

Figura 15 Suspensao pela cauda (Foto: acervo do autor)
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4.5.2 Agressividade (Intruso residente - IR)

A agressividade ¢ um comportamento natural conservado filogeneticamente
conservado em grande parte dos animais, 0 que denota uma grande importancia para a
sobrevivéncia da espécie. Essa importancia se justifica, principalmente, pela necessidade
de obtencdo e conservacdo dos alimentos, pela territorialidade e pela procura de um
coespecifico sexual. Dessa forma, em roedores, € comum observar interagdes olfativas
(anus-genital), movimentos de fuga e perseguicdo, que acabam resultando em
comportamentos de enfrentamento, abrangendo mordidas, luta (boxing) e posturas
ofensivas (DE MOURA OLIVEIRA, 2015; NELSON e TRAINOR, 2007)

Para a realizacdo do teste, os animais foram mantidos individualmente em uma
caixa 2h antes da realizacdo do teste, com o objetivo de estimular a territorialidade do
ambiente. Posteriormente, um animal intruso foi colocado no ambiente, sem que houvesse
nenhuma restricdo, por um periodo de 10 minutos de teste, possibilitando a interagdo com
o0 animal teste. Os parametros avaliados foram: laténcia para o primeiro ataque, nimero
de atagues, perseguicdo, interacdo anus-genital, tail rattle (considerado como o
movimento de chacoalhar a cauda quando em contato com o animal (MICZEK et. al,
2001).

4.5.3 Sociabilidade (Interacéo social - IS)

As interacdes sociais sao um componente adaptativo fundamental da biologia de
inimeras espécies. O reconhecimento social é fundamental para a estrutura e estabilidade
das redes de relacionamentos que definem as sociedades. Para animais, como ratos, o
reconhecimento de espécies especificas pode ser importante para manter a hierarquia
social e para a escolha do parceiro (KAIDANOVICH-BEILIN, 2011).

O aparato de sociabilidade € composto por uma caixa retangular de 3 camaras.
Cada camara mede 19x45cm e as paredes divisorias sdo de acrilico transparente, com
uma secdo aberta, que possibilita a passagem livre do animal pelos compartimentos. Em
cada camara lateral, de igual dimensdo, sera colocada gaiola gradeada de mesmo
tamanho. As grades possuem fenestracOes para a passagem de ar entre o interior e 0
exterior, 0 que possibilita a interacdes entre 0s animais, mas sem interacdes fisicas.

Para a realizacdo do teste, foi permitido ao animal um periodo de habituacéo total
ao aparato de 10 minutos, o que significou a livre exploracdo das trés camaras a fim de
reduzir a preferéncia por algum dos copos. Ao fim dos primeiros 10 minutos, o animal

testado foi retirado e todo o aparato foi limpo com alcool 70%. Posteriormente, foi

40



colocado um primeiro animal desconhecido, de mesmo sexo, linhagem e idade que o
animal testado, enquanto o outro lado permaneceu vazio. O animal em teste foi colocado
novamente no centro do aparato e permitido interagir com as camaras durante 10 minutos.
Sobre os copos foram colocados bebedouros, com o objetivo de ndo permitir a escalada
do animal sobre a gaiola. Os seguintes parametros foram analisados: tempo de contato
com o animal estranho 1 e a gaiola vazia, tempo de permanéncia nos compartimentos,
tempo de autolimpeza (grooming) e agressividade (tail rattle), assim como o indice de
sociabilidade (tempo com o estimulo social / tempo com o estimulo social + tempo com
0 estimulo ndo social). O primeiro momento do teste é referido como sociabilidade, ou
seja, 0 comportamento do animal interagir com um semelhante coespecifico de mesma
espécie. Ao final dos dez primeiros minutos, o animal testado foi novamente retirado da
caixa, e todo o aparato foi limpo com alcool 70% para retirada de pistas olfativas.

Apds esta etapa um segundo animal foi colocado dentro da gaiola gradeada no
lado oposto (a mesma que estava vazia no inicio do teste). O animal teste foi novamente
colocado no centro do aparato e permitido interagir por mais dez minutos de teste. Este
segundo momento é referido como novidade social, e se espera que o animal teste
dispenda mais tempo com o novo animal em detrimento do animal familiar, o que vai de
acordo com os comportamentos naturais da espécie. As mesmas variaveis realizadas na
sociabilidade foram analisadas, diferenciando apenas o comportamento do animal entre
os animais familiar e novo. A duragdo do teste nesta etapa também foi de 10 minutos.
Portanto, a duracdo do teste foi de 40 minutos, considerando o tempo de retirada do
animal e limpeza do aparato entre os diferentes momentos. Dessa forma, aspectos criticos
do comportamento social como aflicdo e motivacdo social, assim como a memoria e
aprendizado, podem ser avaliados durante a realizacdo do teste. Optou-se por uma
iluminacdo do ambiente para o teste de 50 Lux com o objetivo de reduzir os efeitos
ansiogénicos causados pela forte iluminagédo. O protocolo de teste segue as orientagdes
metodoldgicas sugerido Rein et. al (2020).
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Figura 16. Interacdo Social (Foto: acervo do autor)

4.5.4 Memoria
4.5.4.1 Reconhecimento de objetos (RO)

A tarefa de reconhecimento de objetos é um teste comportamental utilizado para
acessar memoria declarativa em roedores, que se baseia na tendéncia natural do animal
em explorar mais 0 objeto novo em detrimento ao familiar, num contexto conhecido
(ENNACEUR, 2010).

Para este proposito, foi utilizado o0 mesmo aparato do campo aberto como contexto
para execucao desse protocolo experimental. Dessa forma, cada animal foi habituado no
aparato na auséncia dos objetos e outros estimulos comportamentais durante 5 minutos
no dia anterior ao teste. No dia seguinte, ao término do periodo de habituacéo, os animais
foram submetidos a uma sessdo de treino para aquisicdo de memoria. Desse modo, dois
objetos iguais (Al e A2), feitos de plastico transparente e preenchidos de areia artesanal
cinza foram colocados nos polos do aparato usado para o teste. Cada animal foi colocado
individualmente no centro da arena, sendo contabilizado o tempo de exploracdo dos
objetos familiares até que se alcangasse 20 segundos ou chegasse aos 3 minutos de
habituacdo. Apos 6 e 24 horas de intervalo, 0s animais foram reexpostos ao contexto para
realizacdo do teste de reconhecimento de objetos. Nessa etapa, usada para avaliagcdo da
capacidade de retencdo de informacdes, foram usados um objeto familiar (a) e um objeto
novo (b), também de plastico, mas constituidos por pegas montaveis coloridas. O teste de
retencédo teve duracdo de 5 minutos. A iluminagédo da sala durante o teste foi de 15 Lux
(LEGER, 2013).
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Figura 17. Tarefa de reconhecimento de objetos (Foto: acervo do autor)

Vale ressaltar que entre cada animal testado, a arena e 0s objetos foram
devidamente higienizados com alcool 70 % a fim de anular qualquer tipo pista olfatoria.
Ademais, o ato de exploracdo dos objetos sé foi considerado quando os animais
colocavam o focinho a uma distancia de até 2 cm em dire¢do aos objetos. Qualquer outro
tipo de contato fisico, como se apoiar ou subir nos objetos, nao foi considerado como ato
exploratorio. As medidas utilizadas para inferéncia de resultados seguiram as orientacoes

conforme descrito por Lueptow (2017).

e Uma medida de exploracdo pode ser realizada ao somar o tempo de interagcdo do
animal com o objeto conhecido (a) e o objeto novo (b): e2=a+b

e O calculo de d1 é realizado através da diferenca entre o tempo de interacdo com o
objeto novo (al) e o tempo de interagdo com o objeto conhecido (a2). Este valor
absoluto de discriminacéo (d1) ndo considera as diferencas existentes entre o tempo
de exploracdo total dos objetos dos grupos examinados, embora, em certas
circunstancias, tal indice possa ser mais sensivel. E calculado da seguinte forma: d1
=b-a

e Para o célculo de d2, deve se dividir a diferenca entre o tempo de interacdo com 0
objeto novo (al) e o tempo de interagdo com objeto conhecido (a2), ou seja, 0 proprio
dl, pelo tempo de exploracdo total (e2). A medida utilizada é um valor de
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discriminacdo relativa, referido como o indice de discriminagédo 2 (d2). Esse indice
ndo é influenciado por diferencas no tempo de exploracgéo. Isso significa que todos 0s
valores ficardo entre -1 e +1: d2 =d1/e2

e Uma outra forma de célculo pode ser realizada para se obter o indice de
reconhecimento ou preferéncia (d3). Este indice é calculado através da divisdo entre
0 tempo de exploracdo com o objeto novo pelo tempo total de exploragdo com os dois
objetos (e2). Isso significa que todos os valores ficaréo entre 0 e 1. Este valor pode

ser multiplicado por 100 e usado como valor percentual: d3 =b/e2 * 100

Tabela 02: Férmulas usadas na avaliacdo da tarefa de reconhecimento de objetos.

Exploragio Indice de discriminagéo
e2=a+hb dl=b-a
d2=dl/e2

d3 = (b/e2) * 100

4.5.4.2 Labirinto de Barnes (LB)

O teste do Labirinto de Barnes (Barnes maze) foi desenvolvido a partir da
adaptacéo do teste original do Morris Water Maze Test (MWMT), com a finalidade de
avaliar o aprendizado e a memoria espacial de roedores. Assim como 0 MWMT, este teste
aproveita de pistas visuais colocadas no ambiente e um local fixo de escape, sendo,
portanto, tarefa-dependente do hipocampo (GAWEL, 2019). Em relacdo ao MWMT
possui como vantagem a retirada do componente aquatico, no qual o animal deveria nadar
para encontrar o local seguro. Dessa forma, procurou-se retirar essa possivel variavel de
confusdo, que acaba dificultando a interpretacdo dos resultados (PITTS, 2018). No teste
LB, apesar de ndo possuir o nado como estresse, o roedor acaba sendo conflitado com sua
aversdo natural a ambientes abertos e iluminados (podendo ser caracterizados como
reforcadores negativos fracos do teste), o que pode ser uma motivacao para sua entrada
no abrigo (GAWEL, 2019)

O aparato do Labirinto de Barnes (Insight®) consiste de uma plataforma circular,
elevado a 100cm do chéo, na cor preta, composta por 20 buracos, sendo que, em um
desses buracos, ha a presenca de um abrigo, na qual o animal pode entrar durante o teste.

O protocolo possui um total de 1 dia de ambientagdo, 5 dias de aprendizado,
finalizando com o teste de aprendizado no ultimo dia. A organizacdo se deu da seguinte

forma:
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Ambientacdo: Esta etapa tem como objetivo familiarizar o animal com o
aparato, além de reduzir os niveis de ansiedade que poderiam afetar o
desempenho do animal no teste. Por sua vez, o animal foi colocado no
centro do aparato, coberto por copo escuro, durante 10 segundos, que foi,
posteriormente, levantado. Dessa forma, permitiu-se a livre exploracéo do
animal durante 1 minuto. A utilizacdo do copo teve como objetivo
randomizar a orientagdo espacial do animal a cada tentativa (GAWELL,
2019). Ao término do tempo, se 0 animal ndo entrasse de forma esponténea
no esconderijo, este era direcionado gentilmente ao local, permitindo-o
ficar por mais 1 minuto, retornando a sua caixa ao final do treino;
Aprendizado: Esta etapa é realizada 24h apds o periodo de ambientacéo e
consiste nos dias 1, 2, 3, 4 e 5, nos quais o0 animal é exposto duas vezes ao
dia ao aparato. Cada sessdo teve a duracdo de 3 minutos ou até o animal
encontrar o abrigo. Se ao final do tempo de cada sesséo, o0 animal ainda
ndo tivesse encontrado o local, 0 mesmo era colocado manualmente dentro
do esconderijo e permitido ficar por 15 segundos. Os parametros
analisados foram: laténcia para encontrar o buraco, nimero de erros até
encontrar o buraco, numero de erros total,

Teste de aprendizado: essa etapa € realizada no 6° dia de teste e se avalia
a retencdo de memdria do animal, ao se verificar a laténcia do animal para
explorar o esconderijo, que agora se encontra fechado. Esta etapa tem
duracdo de 1 min e 30 segundos. Os parametros analisados foram os

mesmos que os avaliados durante o aprendizado;
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Figura 18. Labirinto de Barnes (Foto: acervo do autor)

Para a realizacdo do protocolo experimental, foi fixado no local pistas visuais na
parede, que permaneceram inalteradas durante todo o teste, principalmente proximo ao
esconderijo, de modo a contribuir ao animal em encontrar o local alvo.
Consequentemente, o abrigo permaneceu sempre no mesmo local. A iluminacéo da sala
durante o teste foi de 850 Lux.

Ao final de cada etapa, a plataforma central e o esconderijo eram limpos com
alcool 70%, com a finalidade de evitar que pistas olfativas facilitassem ao animal

encontrar o local.

4.5.4.3 Esquiva passiva (step down passive avoidance)

Este teste consiste no aprendizado em um determinado contexto, associado a um
estimulo aversivo (ex: choque elétrico). Nesse sentido, a evitacdo passiva é um
comportamento do animal em evitar retornar ao ambiente anteriormente aversivo,
mantendo-se, por sua vez, no local considerado mais seguro. Assim, a esquiva passiva
compreende aspectos semelhantes ao medo contextual preconizado por Pavlov com uma
resposta mensuravel de evitagdo a uma determinada area punitiva (contextualizada)
(OGREN et. al, 2010).

O aparato de esquiva passiva (Insight®) consiste em um equipamento
confeccionado em aluminio de 2 mm, com pintura epdxi de alto impacto, na cor bege

claro, chdo em barras de aco inoxidavel com espacamento de 7 mm, &rea interna de fuga
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com 200 mm x 75 mm, porta e frente em acrilico transparente, bandeja coletora de dejetos
e urina. Possui uma alimentadora 127/220V com faixas de correntes que variam entre
100uA e 2000uA, com duracdo das correntes de 100ms a 30000ms.

O protocolo possui 5 dias de realizacdo com intervalo de 24h entre cada etapa. A
primeira etapa consistiu na habituacdo do animal ao aparato por um periodo de 5min.
Nesse sentido, o animal foi colocado na plataforma elevada e permitido a exploracéo e
ambientacdo ao aparato com o objetivo de reduzir o estresse do animal ao teste. Apos
24h, o animal foi novamente colocado pelo experimentador na plataforma elevada, onde
0 mesmo aguardou a descida do animal e o contato com as quatro patas sobre as barras
para emitir trés choques elétricos (0,4mV — 2seg cada choque) nas patas do animal. Apos
0 choque, o animal foi retirado do teste. Ap6s mais 24h, o animal foi novamente
recolocado na plataforma elevada e foi mensurado a laténcia para a descida do animal
durante 3 minutos de teste. Essa etapa foi repetida por 3 dias seguidos. Nesta etapa, ndo
houve o estimulo aversivo de choque, portanto, o experimentador ndo ficava na sala. O
resultado aumentado para o animal descer da plataforma pode ser um bom indicador para
retencdo de informacdo (KAMEYAMA et. al, 1986). A iluminacdo da sala foi mantida

em 100 lux durante os dias de teste.

Figura 19. Esquiva Passiva (Foto: acervo do autor)
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4.6 Eutanasia e coleta de material bioldgico

Para a realizacdo da eutanasia, os animais foram individualmente transportados
até a sala de cirurgia sendo submetidos a eutanasia por sobrecarga anestésica. Para este
proposito foi utilizada uma associacdo entre Xilazina (8 mg/mL), um sedativo alfa 2
adrenérgico, e Cetamina (60 mg/mL), um anestésico dissociativo, pela via intraperitoneal,
na proporgdo de 0,01 mL/g. Logo, a dose utilizada foi de 8 mg/kg e 600 mg/kg,
respectivamente. Apos a verificacdo e auséncia dos sinais reflexos de dor (reflexo da pata,
reflexo da cauda), foi realizada puncdo cardiaca para retirada de sangue. O material
coletado foi colocado em tubos que continham heparina. Ao final da puncéo cardiaca,
seguiu-se a decapitacdo. Os encéfalos foram rapidamente removidos e dissecados
manualmente para a retirada das seguintes regifes: amigdala, mesencéfalo, hipocampo e
cortex pré-frontal. As estruturas retiradas foram armazenadas em tubos plasticos e
congelados em nitrogénio liquido. Apds a coleta, o material foi armazenado em ultra-
freezer -80°C até seu processamento.

O sangue coletado foi, posteriormente, centrifugado a 3000 G por 15 minutos a
4°C em centrifuga refrigerada (NT 805 Nova Técnica Ind. e Com. Equipamentos de
laboratdrio Ltda. Piracicaba-SP Brasil) e o soro foi estocado para analises enddcrinas

posteriores.

4.7 Métodos de quantificacdo hormonal, biologia molecular (in vitro)

4.7.1 ELISA

O ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (Enzyme -Linked Immunodorbent Assay —
ELISA) é uma técnica que utiliza o sistema imunoenzimatico através da reacdo entre o
anticorpo e o antigeno. E um método que permite a identificaco de proteinas, peptideos,
anticorpos e hormdénios. Para isso, utiliza-se uma placa que possui o anticorpo especifico
para o antigeno a ser avaliado.

Este ensaio em questdo € baseado na competicdo entre a testosterona e o
conjugado testosterona-acetilcolinesterase (AChE) por uma quantidade limitada de
antissoro de testosterona, a fim de determinar os niveis plasmaticos desse esteroide. Como
a concentracdo do conjugado AChE é mantida constante e os niveis de testosterona
variam, a quantidade de AChE que sera capaz de se ligar ao antissoro de testosterona na
placa serd inversamente proporcional & concentracao de testosterona no pogo. O que quer
dizer que quanto mais testosterona presente na amostra, menos AChE se ligara aos

anticorpos presentes nos pocos da placa. Posteriormente, a placa € lavada para retirar
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quaisquer reagentes que ndo tenham se ligado ao pogo. Apds a lavagem, é adicionado o
reagente para a ocorréncia da reacdo enzimatica (Figura 20). A reacdo enzimatica deste

ensaio é amarela e sua absorbancia é mensurada a 412 nm.
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Figura 20. Esquema do processo de dosagem de testosterona por ELISA (imagem retirada do manual do
fabricante)

O protocolo foi realizado conforme as orientacbes do fabricante (Cayman
Chemical, Michingan, USA). Inicialmente, as amostras, previamente centrifugadas para
separac¢do do plasma sanguineo e estocadas em -80°C, foram colocadas em gelo. Como o
plasma possui outros esteroides que podem interferir com o ensaio, foi necessario fazer a
extracdo e purificacdo da testosterona. Dessa forma, foram aliquotados 400 pL de plasma
em um tubo estéril e adicionado 2 mL de éter dietilico (5x o volume), sendo,
posteriormente, agitados em vortex para a formacao das duas fases. Noventa porcento do
conteudo foi transferido para um novo tubo estéril e todo o processo foi repetido
novamente por 5 vezes. Ao final do processo de extracédo, o tubo que continha os extratos
de éter foi colocado para evaporar em uma corrente suave de nitrogénio. Apds a secagem,
o extrato foi dissolvido em 0,5 pL de tampdo ELISA. Para estabelecer uma curva padrao,
foi realizada diluicbes em série com concentragfes conhecidas de testosterona (500
pg/mL a 3,9 pg/mL). A configuracdo da placa de 96 pocos seguiu a seguinte organizacao:
dois pogos brancos, dois pocos de ligacdo inespecifica, dois pocos de ligagdo maxima e
curva padrdo de oito pontos em duplicata (Figura 21). Por sua vez, foram realizadas duas

diluicbes para cada amostra, sendo cada diluicdo analisada em triplicata. Apos a
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configuracdo, a placa foi colocada em incubacéo por 2 horas em agitador orbital. Ao final
da incubacdo, os pocos foram esvaziados e lavados 5x com tampdo de lavagem e
reconstituido com reagente para geracdo de fluorescéncia. A placa foi novamente
desenvolvida e incubada em agitador orbital por 90 minutos. Por fim, foi realizado a
leitura da placa no espectrofotdmetro em cumprimento de onda de 415 nm. Os valores de
absorbancia obtidos foram plotados em planilha fornecida pelo fabricante e os resultados

analisados em software estatistico.
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Figura 21. Formato da placa de amostras (imagem retirada do manual do fabricante)

4.7.2 Biologia molecular
4.7.2.1 Extracdo de RNA

Para a analise de expressao génica da prole M e F do protocolo 1 foram utilizados
6 amostras de hipocampo de cada grupo. Para isso o tecido cerebral foi homogeneizado
pela técnica do QIAzol Lysis Reagent® (Qiagen, Burlington, ON, Canada) utilizando
1ml do reagente para 50 mg de tecido. Apds a completa homogeneizacdo do tecido foi
acrescentado 200 pL de cloroférmio sendo, posteriormente, fortemente agitados e
incubados em temperatura ambiente por 10 minutos. Apds o periodo de incubacédo, 0
material foi centrifugado a 12.000 rpm (forca G), por 15 minutos, a 4 °C (centrifuga
5430® R eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Com a formagao das 3 fases (sobrenadante:
RNA; interfase: DNA; organica: proteinas), foi retirado 200 uL do sobrenadante,
contendo o RNA total, e transportado para outro tubo RNAse free. Ao sobrenadante foi
adicionado 200 pL de isopropanol, com o objetivo de precipitar 0 RNA. Nesta etapa o
material foi agitado por exposicdo a um vortex e armazenado em —80 °C. Vinte e quatro

horas apds, o material foi descongelado e centrifugado 12.000 rpm, por 15 minutos, a 4
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°C. Ap6s a formacédo do pellet de RNA, o sobrenadante foi removido por inversdo e
adicionou-se 950 pL de etanol 70%. O material foi novamente centrifugado, dessa vez, a
7600 rpm, por 5 minutos a 4 °C. Ao fim da centrifugacédo, o sobrenadante foi novamente
removido e os tubos permaneceram por 1h na capela para secagem do pellet. Apds o
periodo de secagem, o pellet de RNA foi ressuspendido em 20 pL de &gua RNAse Free
(agua tratada com DEPC) e quantificado sua concentracdo em nanoespectrofotometro
(DeNovix DS-11 Spectrophotometers, D.A.I. Scientific Equipament, USA).

4.7.2.2 Reacdo em cadeia da Polimerase em tempo real via transcricado reversa (RT-
gPCR)

A reacdo em cadeia da polimerase em tempo real via transcricao reversa, do inglés,
reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR), é um
aprimoramento técnico-cientifico da PCR convencional, sendo um importante método na
quantificacdo da expressdo génica, podendo ser utilizado para diferentes tecidos e
amostras biolégicas (DE LADEIRA et al, 2011). Dessa forma, a PCR caracteriza-se como
uma ferramenta em biologia molecular que contribui para amplificar regifes especificas
de determinada sequéncia de DNA, que podem estar localizadas em misturas complexas,
em quantidades suficientes para serem analisadas e quantificadas (OLIVEIRA, 2007).
Desse modo, utilizamos a RT-gPCR para a quantificar a expressaio do mRNA dos
seguintes genes: Gabra2, Gadl, Bdnf, Nrkb2, Hrtla, Tph, Th. As amostras foram
diluidas, a fim de padronizar a concentracdo de RNA presente.

Posteriormente, utilizando o kit QuantiNova Reverse Transcriptase Kit (Quiagen,
Burlington, ON, Canada) de acordo com as indicac¢Ges do fabricante foi obtido o cDNA.
Na primeira etapa as amostras foram tratadas para eliminacdo do DNA genémico. Para
isso foram utilizados 2 uL. de gDNA Removal Mix, 1 pL de Internal Control RNA, além
de 12 pL da amostra de RNA com concentrac¢do padronizada anteriormente. A reacdo foi
incubada durante 2min a 45°C em termociclador. Na segunda etapa foi realizada a
transcrigdo reversa para a sintese do DNA complementar (cDNA) num volume final de
20 pL. Para preparacdo do master mix, foram utilizados 1 pL da enzima Reverse
Transcriptase e 4 pL Reverse Transcription mix para cada reagdo. Em seguida adicionou-
se 5ul do Master Mix em cada tubo contendo os 15 pL da amostra de RNA previamente
tratada e colocado no termociclador. As amostras foram incubadas por 3 minutos a 25°C,
mais 10 minutos a 45°C e, por fim, 5 minutos a 85°C a fim de inativar a transcriptase

reversa. Ao fim da reacdo, as amostras foram armazenadas em freezer -20°C.
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A expressdo dos genes foi detectada pela utilizacdo do fluoréforo intercalante
Power Sybr Master Mix (Applied Technology Laboratories, Thermo Fischer Scientific -
BR). Os primers utilizados foram sintetizados pela Exxtend Biotecnologia Ltda (Sao
Paulo, BRA). Para determinar a eficiéncia dos primers foi feito uma curva de
amplificacdo utilizando diferentes quantidades de cDNA (24 ng, 8 ng, 2,66 ng, 0,88 ng)
de um pool obtido das amostras dos grupos experimentais. Todos os primers foram
testados na concentracéo de 400 nM.

As amostras foram quantificadas em triplicata utilizando 5 ng de cDNA por
reacdo. Em seguida, foi realizada a amplifica¢do do fragmento correspondente a0 RNAmM
do gene desejado, utilizando-se um aparelho de PCR ViiA 7 Real Time PCR System
(ThermoFisher Scientific, USA) que possui um sistema de deteccdo e quantificacdo de
fluorescéncia produzida durante os ciclos de amplificacdo. Dessa forma, o ciclo foi
iniciado com a incubacéo a 50°C por 10 min e entdo a 95°C por 5 min (ativacdo da DNA
polimerase). Apos esta etapa inicial, 39 ciclos de PCR foram realizados. Cada ciclo
consistiu no aquecimento das amostras por 95°C por 10s para permitir o processo de
desnaturacéo e depois de 30s a 60°C para o anelamento e extensdo. Os resultados foram
analisados com base no valor de Cqg (quantification cycle ou quantificacdo de ciclo),
sendo este o ponto correspondente ao numero de ciclos onde a amplificacdo atinge dado
limiar, e expressos através dos valores comparativos (A) da expressdo do gene alvo em
relacio ao gene controle (B-actina) segundo a formula 222t (CALABRESE ET AL.
2013). Os resultados foram avaliados através do software QuantStudio™ Real-Time PCR
Software v1.3 (ThermoFisher Scientific Inc, USA). As sequéncias de primers utilizadas

foram as seguintes:

Tabela 03. Sequéncia dos pares de primes utilizados

Gene Primer forward Primer reverse
Actb ACGTTGACATCCGTAAAGACC' GCCACCAATCCACACAGAGT
CiclofilinA GTCAACCCCACCGTGTTCTTC ACTTGCCACCAGTGCCATTATG
Gabra2 TACAGTCCAAGCCGAATGTCC- ACTGGCCCAGCAAATCATACTG
Gadl GCGGGAGCGGATCCTAATA TGGTGCATCCATGGGCTAC
Bdnf GCCTTTGGAGCCTCCTCTAC GCGGCATCCAGGTAATTTT
Ntrk2 GGTACTGTCAGGCACTGTGGAAC TAGGTCACGGCTGGCGGAAG

Tph2 CATTCCTCGCACAATTCCAGTCG AGTCTACATCCATCCCAACTGCTG
Htrla GTGAGAGGAAGACAGTGAAGAC  CCGTGAGAGGAAGACAGTGAAGAC
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4.8 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo software GraphPrism versdo 9.3 (La Jolla,
EUA). A suposicdo da distribuigdo normal dos dados foi avaliada com o teste Shapiro-
Wilk e Kolmogorov-Smirnof. A homogeneidade de variancia foi obtida pelo teste de
Levene. A obtencédo de p > 0,05 em ambos 0s testes constataram a normalidade dos dados,
0 que permitiu a realizacdo de comparacGes paramétricas. O teste T-Student foi utilizado
para a comparagdo dos grupos independentes demonstrados pelo valor da média + erro
padrdo. Por sua vez, o teste de Mann Whitnney, foi utilizado para os dados néo-
paramétricos demonstrados pelo valor da média + erro padrdo. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando os valores de p < 0,05. N&o obstante,
foi utilizado o teste de Grubbs para a verificagao de valores outliers.

Os testes do labirinto de Barnes e esquiva passiva foram analisadas a partir do
teste de Analise de Variancia de duas vias (ANOVA Two-Way) por terem sido analisadas
duas variaveis independentes: tempo e tratamento. No teste de interacdo social também
foi utilizado o teste estatistico da ANOVA Two-Way.
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5 RESULTADOS

PROTOCOLO 1
5.1 Testes de ansiedade e depressao (Prole M)
5.1.1 Campo aberto

Neste protocolo, pode-se ressaltar que a programacao paterna com PT n&o alterou
o perfil de exploracéo e o comportamento semelhante a ansiedade quando comparado ao
grupo controle (Figura 22).
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Figura 22: Avaliacdo dos pardmetros comportamentais no teste do campo aberto em prole de camundongos
machos, cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de
vida pés-natal durante 300 segundos. * representa p < 0,05. Controle N=9, PT 7,5 mg/kg: N=10

5.1.2 Caixa claro-escuro

Um dia apds a tarefa de reconhecimento de objetos, os animais foram submetidos
ao teste da caixa claro-escuro (Figura 23). Foi verificado que os animais de pais tratados
com anabolizante tiveram alteracGes significativas nos seguintes parametros: aumento no
tempo laténcia (U (15) = 12; 48,11s. £ 12,13 vs. 142,6s. + 33,44; p = 0,019) (1196%),
reducdo no tempo de permanéncia no lado claro (t (15) = 3,654; 74,56s. + 10,44 vs.
29,63s. = 5,6; p = 0.002) (160,3%), transi¢bes (U (15) = 6; 16,11 + 2,45 vs. 6,37 £ 1,33;
p = 0,002) (160,4%) e rearings (U (15) = 7,5; 9,33 £ 2,09 vs. 1,00 £ 0,73; p = 0,004)
(189,3%). Em conjunto, essas alteragdes indicam um evidente aumento do
comportamento semelhante a ansiedade nos animais do grupo PT. No parametro de

avaliacdo de risco (SAP), ndo foi verificado diferenca significativa entre os grupos
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Figura 23: Avaliagdo dos pardmetros comportamentais no teste da caixa claro-escuro em prole de
camundongos machos, cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir
dos 70 dias de vida pds-natal durante 300 segundos. * representa p < 0,05 e ** p < 0,01. Controle N=
9, PT 7,5 mg/kg: N=8

5.1.3 Labirinto em cruz elevado

Os resultados deste teste demonstraram que a prole PT apresentou comportamento
ansiogénico em relacdo ao grupo controle (Figura 24). Houve diminui¢do no tempo de
permanéncia nos bracos abertos (U (15) = 14,50; 124,9s. £ 9,55 vs. 91,44s. + 7,93, p =
0,04) (126,8%) e aumento no tempo de permanéncia nos bragos fechados (t (15) = 3,061,
108,3s. + 5,82 vs. 159,3s. + 14,81; p = 0,01) (147,1%) com diferenca significativa quando
comparados ao grupo controle. Os demais parametros que foram analisados néo

apresentaram diferencas significativas.
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Figura 24: Avaliacdo dos parametros comportamentais no teste do LCE em prole de camundongos machos, cujos
pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida pés-natal durante
300 segundos. * representa p < 0,05 e **, p < 0,01. Controle N=8, PT 7,5 mg/kg: N=9

55



5.1.4 Suspensao pela cauda

No teste da suspenséo pela cauda, a prole PT teve uma reducdo significativa no
tempo de imobilidade quando comparada ao controle (t (17) = 2,507; 145,0 s. £ 10,74 vs.
104,5 s. + 11,88; p = 0,02) ({28%) (Figura 25). Todavia, no parametro de laténcia néo

foi observada diferenca significativa entre 0s grupos experimentais.
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Figura 25: Avaliagdo dos pardmetros comportamentais no teste de suspensdo pela cauda em prole de
camundongos machos cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir
dos 70 dias de vida p6s-natal durante 300 segundos. * representa p < 0.05. Controle N=9, PT 7,5 mg/kg:
N=10

5.2 Memoria (Prole M)
Reconhecimento de objetos -6 h

No teste de reconhecimento de objetos, ndo foi verificado nenhuma diferenca
significativa nos indices de descriminacao absoluto e relativo (Figura 26)

Discriminagédo Absoluta (D1) indice de discriminagéo (D2)

251 0.87
- Hl PT 7,5 mg/kg
20 ——
0.6

Controle

154

10- 0.4

Tempo (s.)

57 0.2

0.0-

Figura 26: Avaliagdo dos pardmetros comportamentais no teste de Reconhecimento de Objetos de 6h
em prole de camundongos machos cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo
realizado a partir dos 70 dias de vida p6s-natal durante 300 segundos. Controle N= 8, PT 7,5 mg/kg:
N=8
5.3 Expressao génica (Prole M)

De acordo com os resultados, ndo houve diferencas significativas na expresséo
dos genes relacionados com o sistema serotonérgico, tais como: Tph2 (triptofano

hidroxilase 2 - TPH2) e o Hrtla (receptor 5HT1a). Em relacdo ao sistema
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monoaminérgico, também nao verificamos diferenca significativa na expressao génica

da principal enzima responsavel pela sintese de monoaminas, Th (tirosina hidroxilase

— TH) (Figura 27)
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Figura 27: Avaliacdo da expressdo dos genes Tph2, Hrtla e Th, relacionados com o sistema
serotonérgico e monoaminérgico na regido do hipocampo em prole de camundongos machos, cujos pais
machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado com 70 dias de vida pés-natal. Controle

N=6, PT 7,5 mg/kg: N=6

Avaliamos também a expressdo de neurotrofinas, que sdo fatores envolvidos

na proliferacdo, maturacdo e orientacdo de neurdnios durante o desenvolvimento,

assim como na sobrevivéncia neuronal, na regido do hipocampo. Nao visualizamos

diferenca significativa na expressédo do gene Bdnf, nem no seu receptor Ntrk2 (TrkB)

(Figura 28).
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Figura 28: Avaliacdo da expressdo dos genes Bdnf e Ntrk2 na regido do hipocampo em prole de
camundongos machos, cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado com

70 dias de vida p6s-natal. Controle N=6, PT 7,5 mg/kg: N=5

Entretanto, no que concerne ao sistema foi verificado que a prole PT teve uma

reducdo significativa na expressao hipocampal de Gadl (GAD 67) (t (10) = 2,884;

1,01 £ 0,06 vs. 0,83 + 0,02, p = 0,02) (] 17%), acompanhada de uma supra regulagao
do gene Gabra2 (subunidade o2 do receptor GABAA) (t (10) = 2,382; 1,05 £ 0,15 vs.
1,50 £ 0,12, p=0,04) (142,8%) (Figura 29).
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Figura 29: Avaliagdo da expressao de genes relacionados com sistema GABAérgico, Gadl e Gabra2
na regido do hipocampo em prole de camundongos machos, cujos pais machos foram tratados com PT
ou veiculo. Protocolo realizado com 70 dias de vida pés-natal. * representa p < 0,05. Controle N= 6,
PT 7,5 mg/kg: N=6

5.4 Testes de ansiedade e depressao (Prole F)
5.4.1 Campo aberto

No teste de Campo Aberto, realizado com a prole de fémeas dos pais submetidos
ao tratamento com PT, ndo observamos alteracao na atividade locomotora entre 0s grupos
experimentais, demonstrando que ndo ha déficit na atividade locomotora esponténea entre
0s grupos. Também ndo foram verificadas diferengas significativas nas variaveis
relacionadas com o comportamento semelhante a ansiedade e a responsividade ao
estresse. Porém, houve diferenca significativa com reducdo no numero de rearings (t (18)
=2,430; 22,27 + 2,72 vs. 13,44 £ 2,24; p=0,03) (]39,6%), assim como um aumento no
namero de bolos fecais (t (18) = 2,712; 2,54 + 0,37 vs. 4,6 + 0,69; p=0,03) (181,1%)
(Figura 30).
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Figura 30: Avaliacdo dos parametros comportamentais no teste do Campo Aberto em prole de camundongos
fémeas, cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida pds-
natal durante 300 segundos. * representa p < 0,05. Controle N=11, PT 7,5 mg/kg: N=9
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5.4.2 Caixa claro-escuro

Um dia ap0s a tarefa de reconhecimento de objetos, as fémeas foram submetidas
ao teste da caixa claro-escuro. Foi verificado que que as fémeas PT néo tiveram alteracfes
significativas nos parametros analisados neste teste, 0 que demonstra que ndo houve

alteracbes no comportamento analogo a ansiedade neste teste (Figura 31).
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Figura 31: Avaliacdo dos pardmetros comportamentais no teste da Caixa claro-escuro em prole de
camundongos fémeas, cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir
dos 70 dias de vida pds-natal durante 300 segundos. Controle N=9, PT 7,5 mg/kg: N=10

5.4.3 Labirinto em cruz elevado
As fémeas também foram submetidas ao LCE um dia apds a CCE. Neste teste,
verificamos aumento significativo no namero de SAPs entre 0s grupos experimentais (U

(17)=14,5; 5,11 £ 1,44 vs. 10,7 = 1,42; p=0,01) (1109,4%). Nas demais variaveis nao
foi verificado diferenca significativa entre os grupos (Figura 32).
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Figura 32: Avaliacdo dos pardmetros comportamentais no teste do labirinto em cruz elevado em prole

de camundongos fémeas, cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a

partir dos 70 dias de vida p6s-natal durante 300 segundos. * representa p < 0,05. Controle N=9, PT
7,5 mg/kg: N=10
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5.4.4 Suspensao pela cauda

No teste de suspensdo pela cauda ndo foi verificado diferenca significativa na
laténcia para o primeiro episddio de imobilidade entre os grupos. Porém, foi observada
uma reducao no tempo de imobilidade do grupo PT em relacao ao controle (t (17) = 2,217;
154,9s. + 14,61 vs. 103,7s. + 18,19, p=0,04) (|33,1%) (Figura 33).
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Figura 33: Avaliagdo dos pardmetros comportamentais no teste de suspensdo pela cauda em prole de
camundongos fémeas cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir
dos 70 dias de vida pds-natal durante 300 segundos. * representa p < 0.05. Controle N= 10, PT 7,5
mg/kg: N=9

5.5 Memodria (Prole F)
Reconhecimento de objetos - 6 h

No teste de reconhecimento de objetos ndo foi verificado diferenca significativa
na discriminacdo absoluta (D1), porém verificamos reducdo significativa no indice de
discriminacdo relativo (t (17) = 2,361; 0,74 + 0,02 vs. 0,67 + 0,02; p=0,03) ({9,5%)
(Figura 34).
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Figura 34: Avaliacdo dos pardmetros comportamentais no teste de Reconhecimento de Objetos de 6h
em prole de camundongos fémeas cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo
realizado a partir dos 70 dias de vida p6s-natal durante 300 segundos. * representa p < 05.05. Controle
N=9, PT 7,5 mg/kg: N=9
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5.6 Expressao génica (Prole F)

De acordo com os resultados, ndo houve diferencas significativas na expressao
dos genes relacionados com o sistema serotonérgico. Em relacdo ao sistema
monoaminérgico, ndo verificamos diferenca significativa na expressdo génica da
principal enzima responsavel pela sintese de monoaminas, a tirosina hidroxilase (Th),

no hipocampo (Figura 35)
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Figura 35: Avaliacdo da expressdo genes Tph2, Hrtla e Th relacionados com o sistema serotonérgico
e monoaminérgico na regido do hipocampo em prole de camundongos fémeas, cujos pais machos foram
tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado com 70 dias de vida p6s-natal. Controle N=6, PT 7,5
mg/kg: N=6

Avaliamos a expressdo do Bdnf, uma importante neurotrofina presente no
encéfalo. Também ndo verificamos diferenca significativa na sua expressdo, nem no

seu receptor Ntrk2 (Figura 36)
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Figura 36: Avaliagdo da expressdo dos genes Bdnf e Ntrk2 em prole de camundongos fémeas na
regido do hipocampo, cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado com
70 dias de vida p6s-natal. Controle N=6, PT 7,5 mg/kg: N=6

No que diz respeito ao sistema gabaérgico, também n&o foi verificado diferenca

significativa na expressao génica da enzima Gadl, nem do gene Gabra2 (Figura 37)

61



1.57

1.0 1

0.5

Gad1/ Cyclofilin A 2 AACT

Gadl

Gabra2/Ciclofilina A2 22 CT

=
ol
|

g
o
1

o
)]
|

Gabra2

o
o
L

Controle
E PT7,5mg/kg

Figura 37: Avaliacdo da expressao de genes relacionados com sistema GABAérgico, Gadl e Gabra2,
em prole de camundongos fémeas no hipocampo, cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo.
Protocolo realizado com 70 dias de vida p6s-natal. * representa p < 0,05. Controle N=6, PT 7,5 mg/kg:

N=6

PROTOCOLO 2

5.7 Teste de ansiedade e depresséo (pai)

5.7.1 Campo aberto

No teste de campo aberto, foi verificado que o tratamento com PT néo alterou

nenhum dos parametros analisados (Figura 38).
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Figura 38

5.7.2 Caixa claro-escuro
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: Avaliacdo dos pardmetros comportamentais no teste de campo aberto em camundongos machos
submetidos ao tratamento com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida pos-natal
durante 300 segundos. Controle N= 22, PT 7,5 mg/kg: N=25

Assim como no teste do campo aberto, ndo foram observadas diferencas

significativas em nenhum dos parametros analisados (Figura 39)
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Figura 39: Avaliacdo dos parametros comportamentais no teste da Caixa claro-escuro em camundongos
machos submetidos ao tratamento com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida pés-
natal durante 300 segundos. Controle N= 23, PT 7,5 mg/kg: N=25

5.7.3 Labirinto em cruz elevado

No teste do LCE, também utilizado para avaliar os comportamentos analogos a

ansiedade, ndo foram verificadas diferencas significativas em nenhum dos parametros

analisados (Figura 40)
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Figura 40: Avaliacdo dos pardmetros comportamentais no teste do Labirinto em cruz elevado em
camundongos machos submetidos ao tratamento com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70
dias de vida pds-natal durante 300 segundos. Controle N= 23, PT 7,5 mg/kg: N=25
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5.7.4 Suspensao pela cauda

Este teste teve como objetivo avaliar os comportamentos analogos a depresséo,
principalmente, no que diz respeito aos comportamentos de desespero, comum em
individuos com depresséo. foi verificado diferenca significativa no tempo de laténcia para
0 primeiro episodio de imobilidade (t (36) = 2,049; 130,5s. £ 17,99 vs. 90,05s. * 8,14;
p=0,04) (131%), porém ndo foi verificada diferenca significativa no principal parametro
do teste que é o tempo de imobilidade (Figura 41)
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Figura 41: Avaliagdo dos pardmetros comportamentais no teste de Suspensdo pela cauda em
camundongos machos submetidos ao tratamento com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70
dias de vida pds-natal durante 300 segundos. * representa p < 0,05. Controle N= 19, PT 7,5 mg/kg:
N=19

5.8 Memodria (pai)
Reconhecimento de objetos - 6 h

Neste teste, buscamos avaliar a memdria dos animais. Inicialmente, realizamos a
exposicéo inicial a dois objetos iguais. Verificamos reducdo significativa no tempo de
discriminacao absoluta (d1) (t (46) = 2,563; 26,57s. + 2,76 vs. 15,92s. + 3,07; p=0,01)
(140,1%); no indice de discriminagédo absoluto (d2) (t (46) = 3,071; 0,55 + 0,04 vs. 0,34
+ 0,06; p=0,004) (|38,2%) e no indice de discriminagdo relativa (d3) (t (46) = 3,109;
77,56 + 1,88 vs. 66,60 + 2,91; p=0,003) (| 14,1%) (Figura 42).
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Figura 42: Avaliacdo dos pardmetros comportamentais no teste de Reconhecimento de objetos em camundongos machos
submetidos ao tratamento com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida pés-natal durante 300 segundos. *
representa p < 0,05, ** representa p < 0,01 e *** representa p < 0,001. Controle N= 23, PT 7,5 mg/kg: N=25
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5.9 Sociabilidade e preferéncia social (pai)

O primeiro momento do teste de Interacdo Social é definido como sociabilidade
em que foram avaliados o tempo de interagdo com o estimulo social (S) e ndo-social (NS).
E comum o animal interagir mais tempo com um coespecifico, em detrimento da
interacdo com a gaiola vazia. Portanto, uma reducdo, assim como a auséncia de diferenca
na interagdo, pode sugerir uma menor capacidade de sociabilidade desses animais.

Como pode ser observado ambos os grupos tiveram preferéncia em interagir mais
com o estimulo social em comparacdo ao estimulo ndo-social. Porém, ndo houve
diferenca significativa no tempo de interacdo com o estimulo social entre os grupos
experimentais (tabela 4). Por outro lado, verificamos redugdo significativa no indice de
preferéncia social entre os grupos (U (46) = 184; 0,87 + 0,02 vs. 0,77 £ 0,04; p = 0,03)
(18,3%) (Figura 43).

Tabela 4. Resultados da ANOVA Two-Way referentes ao tempo de interagdo com o estimulo ndo-social e
o estimulo social na etapa de Sociabilidade.

Dias Meédia (s.) Media (s.)
Controle Né&o Social 14,96 + 2,59 Social 111,2 + 13,91
(NS) ©)
PT75 Né&o Social 23,00 + 3,69 Social | 95,28 £12,91
mg/kg (NS) ©)
Variacao F (DFn, DFd) Valordep
Interacdo F(1,92)=1,508 P =0,2226
Sociabilidade F(1,92)=74,72 P <0,0001
Tratamento F (1, 92) =0,1622 P =0,6881
Sociabilidade
150 RRx* i indice de Sociabilidade
@ 10- =3 Controle
% 1004 iﬂ —_— 0ed = % Hl PT 7,5mg/kg
é 0.6
S 50+ 04
£
8 0.2
0 ﬁ T 0.0-
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Figura 43: Avaliacdo do tempo de interagdo com o estimulo ndo-social (NS) e o estimulo social (S), na
etapa de Sociabilidade, em camundongos machos submetidos ao tratamento com PT ou veiculo. Protocolo
realizado a partir dos 70 dias de vida pés-natal durante 600 segundos. * representa p < 0.05, **** < 0,0001.
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Controle N=23, PT 7,5 mg/kg: N=25
O segundo momento do teste é conhecido como novidade social. Nesta etapa, um

novo animal é colocado dentro da gaiola que se encontrava vazia anteriormente. Dessa
forma, pode ser avaliado a preferéncia a novidade social dos animais, assim como a
mem©ria social (normalmente, o animal permanece mais tempo com 0 novo estimulo
social). A falta de interacdo com o novo coespecifico pode sugerir um prejuizo de
interacdo social, assim como uma memaria social, possivelmente, prejudicada.

Né&o foi observado diferenca significativa entre os animais tratados com PT e o
grupo controle no tempo de interacdo com o animal familiar comparado a novidade social
(tabela 5). Também ndo houve diferenca significativa no tempo de interacdo com o
animal desconhecido entre os grupos experimentais (Figura 44). Além disso, ndo foi
observado diferenca significativa no indice de novidade social.

Tabela 5. Resultados da ANOVA Two-Way referentes ao tempo de interagdo com o estimulo familiar e 0
estimulo de novidade na etapa de Preferéncia Social

Média (s.) Média (s.)
Controle | Familiar (F) | 42,26 +5,79 | Novidade | 54,48 8,18
(F)
PT75 Familiar (F) | 53,00+ 7,68 | Novidade | 77,84 +9,46
mg/kg (@)
Variacao F (DFn, DFd) Valordep
Interacdo F (1, 92) =0,6274 P=0,4304
Preferéncia Social F (1, 92) = 5,407 P=0,0223
Tratamento F(1,92) =4,579 P=0,0350
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Figura 44: Avaliacdo do tempo de interagdo com o estimulo social familiar (F) e o estimulo de novidade
social (N), na etapa de Preferéncia Social, em camundongos machos submetidos ao tratamento com PT
ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida pés-natal durante 600 segundos. Controle
N= 23, PT 7,5 mg/kg: N=25
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5.10 Agressividade (pai)
Intruso residente

Apos 2 horas de ambientacdo do animal teste ao aparato (residente), a fim de
estimular a territorialidade, um coespecifico intruso foi colocado no ambiente. Deste
modo, foi verificado o nivel de agressividade do residente. Verificamos diferenca
significativa nos principais parametros referentes a agressividade: laténcia para o 1°
ataque (U (44) = 0,842; 241,1s + 33,74 vs. 79,65s £ 16,04; p=0,0001) (|67%); nimero
de ataques (U (44) = 153,5; 7,4 £ 1,39 vs. 13,6 + 2,02; p=0,014) (183,8%); tempo de luta
(U (44) =96; 10,61s = 1,97 vs. 25,30s + 3,47; p=0,0001) (1138,5%); perseguicao (U (44)
=166; 8,0s + 2,19 vs. 15,1s * 3,24; p=0,03) (188,8%) (Figura 45).
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Figura 45: Avaliacdo dos pardmetros comportamentais no teste Intruso residente em camundongos machos
submetidos ao tratamento com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida pos-natal
durante 180 segundos. * representa p < 0,05, ** representa p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001.
Controle N=23, PT 7,5 mg/kg: N=25

5.11 Massa corporal, testicular e niveis plasmaticos de PT (pai)

Avaliamos se a massa corporal do animal seria alterada devido ao tratamento. No
que tange a essa variavel experimental, verificamos que, apesar de haver diferenca da
massa corporal inicial e final, ndo houve diferenca significativa entre os grupos,
demonstrando que o tratamento com PT ndo foi capaz modificar significativamente a
massa corporal do animal (Figura 46)
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Figura 46: Avaliagdo da evolucdo da massa corporal nos pais submetidos ao tratamento com PT ou
veiculo. Controle N=7, PT 7,5 mg/kg: N=7

Tabela 6. Resultados da ANOVA Two-Way referentes a evolu¢do da massa corporal nos pais submetidos
ao tratamento com PT

Grupos Massa Corporal 1 (g) | Massa Corporal F (g)
Controle 36,71 £ 1,02 39,71+ 0,81
PT 7,5 mg/kg 38,00 £ 0,93 41,57 £ 0,72
Variagao F (DFn, DFd) Valor de p
Interacéo F (1, 24) =0,1067 P=0,7468
Massa Corporal F(1,24)=1411 P=0,0010
Tratamento F (1, 24) = 3,227 P=0,0850

Verificamos também se o tratamento com PT seria capaz de alterar a massa
testicular dos animais. Neste parametro, foi evidenciada diminuicdo significativa entre 0s
grupos (t (12) = 2,313; 0,22g + 0,02 vs. 0,16g + 0,02, p=0,04) ({27,3%). Também foi
realizada a correcdo da massa testicular pela massa corporal (massa testicular / massa
corporal*100). Foi verificado reducdo significativa do indice testicular entre os grupos (t
(12) = 3,012; 0,54 £ 0,03 vs. 0,038 £ 0,04, p=0,01) (129,6%) (Figura 47).
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Figura 47: Avaliacdo da massa testicular e do indice testicular nos pais submetidos ao tratamento com
PT ou veiculo. Controle N=7, PT 7,5 mg/kg: N=7
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Por sua vez, ndo foi encontrado diferenca significativa nos niveis plasmaticos de

testosterona entre 0s grupos experimentais (Figura 48)
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Figura 48: Avaliacdo dos niveis plasmaticos de testosterona nos pais submetidos ao tratamento com
PT ou veiculo. Controle N=4, PT 7,5 mg/kg: N=6

5.12 Memoria (Prole M)
5.12.1 Reconhecimento de objetos - 24 h

Vinte e quatro horas ap6s a exposicdo aos objetos familiares, o teste foi
novamente realizado e, dessa vez, foi verificada diferenca significativa no tempo de
discriminacdo absoluto (D1) entre os grupos (U (19) = 15; 8,91 £ 2,34 vs. -1,1 £ 2,1,
p=0,003) (187,7%). Verificamos também diferenga significativa com redug¢do no
indice de discriminacdo absoluto (D2) (t (19) = 2,596; 0,21 + 0,05 vs. -0,02 + 0,07,
p=0,02) (190,5%), assim como no indice de discriminacao relativo (D3) (t (19) =
2,591; 60,45% =+ 2,62 vs. 48,95% =+ 3,65; p=0,02) ({19%) (Figura 49).
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Figura 49: Avaliagdo dos parametros comportamentais no teste de Reconhecimento de Objetos de 24h
em prole de camundongos machos, cujos pais machos foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo
realizado a partir dos 70 dias de vida pés-natal durante 300 segundos. * representa p < 0.05, ** p < 0,01.
Controle N=11, PT 7,5 mg/kg: N=10

5.12.2 Labirinto de Barnes
A figura abaixo demonstra a evolugdo do aprendizado apos 5 dias de
treinamento, conhecido como o periodo de aquisi¢do da memdria. A evolugdo do

aprendizado é resultado da reducdo da laténcia para encontrar o esconderijo. Como

pode ser percebido, ambos os grupos conseguiram aprender onde o esconderijo estava,
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porém sem diferenca significativa entre os grupos, conforme a tabela e o grafico

apresentados abaixo (Figura 50)

O 6° dia do teste foi utilizado para verificar o tempo de laténcia para a entrada

no esconderijo, porém ndo foi verificado diferenca significativa entre 0s grupos

experimentais. Os resultados sugerem que a memoria espacial ndo foi afetada pela

programacao paterna com anabolizante.

Tabela 07. Resultados da ANOVA Two-Way referentes ao periodo de treinamento para a aquisi¢éo de

memoria no teste de Barnes Maze.

Controle PT 7.5 mg/kg
Dias Média (s.) Média (s.)
1 91,3+249 83,0 + 26,0
2 68,1 + 20,2 86,4 + 215
3 43,0 + 18,0 71,0+ 164
4 53,8+ 18,4 58,9+ 144
5 82,8+ 154 57,2+ 17,2
6 219+ 475 534+126
Variagao F (DFn, DFd) Valor de p
Interacéo F (5, 102) = 0,7281 P=0,6039
Tempo F (5,102) = 1,835 P=0,1126
Tratamento F (1, 102) = 0,5922 P=0,4433
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Figura 50: Linha temporal de aprendizado referente a laténcia para o animal encontrar o esconderijo,
em prole de camundongos machos cujos pais foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a
partir dos 70 dias de vida pés-natal durante 300 segundos. Controle N= 10, PT 7,5mg/kg: N=11
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5.12.3 Esquiva passiva

No teste de esquiva passiva, de acordo com os resultados obtidos pelo teste
ANOVA Two-Way, foi verificada diferenca significativa no fator tempo, o que
significa que os animais aprenderam a tarefa e, portanto, tiveram uma retencdo da
mem©ria satisfatoria apds a exposicéo do estimulo aversivo. Por outro lado, ndo foram
observadas diferencas significativas quanto ao tratamento e nem na interagdo entre as
variaveis experimentais. Devido a falta de resultado significativo na varidvel interacéo

(Tabela 8), os testes post-hoc nao foram realizados.

Tabela 8. Resultados da ANOVA Two-Way referentes aos dias de aquisicao e retencdo de memoria do
teste Esquiva-Passiva

Controle PT 7.5 mg/kg

Dias Média (s.) Média (s.)
Basal 8,4+26 6,6 £09
24h 126,4 + 24,2 1146 £21,0
48h 79,5+245 36,4 £ 16,7
72h 54,5+ 21,6 31,1 +13/7
Variagao F (DFn, DFd) Valor de p
Interacdo F (3,72)=0,4912 P=0,6895
Tempo F(3,72)=13,98 P<0,0001
Tratamento F(1,72)=2,482 P=0,1196
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Figura 51: Linha temporal de aquisicéo e retengdo da memoria referente a laténcia para o animal descer
da plataforma no teste de Esquiva-Passiva, em prole de camundongos machos cujos pais foram tratados
com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida pds-natal durante 180 segundos.
Controle N= 10, PT 7,5mg/kg: N=10

5.13 Sociabilidade e preferéncia social (prole M)
No teste de sociabilidade, foi verificado que a prole cujos pais foram tratados

cronicamente com PT teve uma tendéncia de redugéo do tempo de interagdo com o
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estimulo social (Tabela 9). Tal observacdo pode ser devidamente confirmada ao

analisarmos o indice de sociabilidade. Neste parametro verificamos que a prole do

grupo tratado teve uma reducdo do indice de sociabilidade em relacdo ao grupo
controle (t (15) = 2,483; 0,78 £ 0,04 vs. 0,59 = 0,06; p=0,02) (|24,4%) (Figura 52)

Tabela 9. Resultados da ANOVA Two-Way referentes ao tempo de interacdo com o estimulo ndo-social e
o estimulo social na etapa de Sociabilidade do teste de Interacdo Social

Dias
Controle Né&o Social | 48,75 + 8,07
(NS)
PT75 Né&o Social = 66,89 + 12,10
mg/kg (NS)
Variagéo F (DFn, DFd)
Interacdo F (1, 30) = 9,649
Preferéncia Social F (1, 30) = 29,47
Tratamento F (1, 30) = 4,029
Sociabilidade
%k %k %k k ns
@ 250 _
X3 200 ae -
O 0.8
@©
& 150 0.6
£ .
g 1007 0.4
8. 50
2 ﬁ 0.2+
()
= o0 T T 0.0-
NS S NS

Média (s.)
Social 189,6 + 23,78
©)
Social 105,2 + 18,01
©)
Valordep
P =0,0041
P <0,0001
P =0,0538

indice de Sociabilidade
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Hm PT 7,5mg/kg

Figura 52: Avaliagdo do tempo de interagdo com o estimulo ndo-social (NS) e o estimulo social (S), na
etapa de Sociabilidade do teste de Interacdo Social, em prole de camundongos machos cujos pais foram
tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida pos-natal durante 600
segundos. * representa p < 0.05, *** < 0,0001. Controle N=8, PT 7,5 mg/kg: N=9

Nessa segunda etapa, ndo foi visualizada diferenca significativa no tempo de

interacdo social entre os animais familiares e desconhecidos (Tabela 10). Também

houve reducdo significativa no indice de novidade social entre os grupos (t (15) =
1,264; 0,63 £ 0,04 vs. 0,52 + 0,07; p=0,22) ({17,5%) (Figura 53).
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Tabela 10. Resultados da ANOVA Two-Way referentes ao tempo de interacdo com o estimulo social
familiar e o estimulo de novidade social na etapa de Preferéncia Social do teste de Interacdo Social

Dias Média (s.) Média (s.)
Controle Familiar (F) | 80,13 +£13,83 | Novidade @ 142,924,611
(N)
PT75 Familiar (F) | 85,00 £ 20,04 | Novidade @ 90,33 £17,19
mg/kg (N)
Variagéo F (DFn, DFd) Valordep
Interacdo F (1, 30) = 2,209 P =0,1476
Novidade Social F (1, 30) = 3,106 P =0,0882
Tratamento F (1, 30) = 1,522 P =0,2268

Preferéncia Social
200

\(i)/ ns
o
S 150- 1
@ ns
b
£ 100
(O]
©
o _
S 50
£
()
F N F N

indice de Preferéncia Social
0.8

0.6

0.4

0.2

0.0-

[ Controle
Hl PT 7,5mg/Kg

Figura 53: Avalia¢do do tempo de interagdo com o estimulo social familiar (F) e o estimulo de novidade
social (N), na etapa de Preferéncia Social do teste de Interacdo Social, em prole de camundongos cujos
pais foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida p6s-natal durante
600 segundos. Controle N=8, PT 7,5 mg/kg: N=9

5.14 Agressividade (Prole M)

Intruso Residente

No teste Intruso-Residente, podemos verificar que o tratamento paterno com

PT né&o alterou a agressividade da prole quando comparada ao controle (Figura 54)
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Figura 54: Avaliacdo dos parametros comportamentais no teste Intruso-Residente em prole de
camundongos machos cujos pais foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado com 70 dias
de vida pos-natal durante 600 segundos. Controle N=9, PT 7,5 mg/kg: N=11

5.15 Memoria (Prole F)
5.15.1 Reconhecimento de objetos - 24 h

O mesmo teste foi realizado 24h apds a exposicao aos objetos. Porém, desta

vez, ndo foi verificada diferenca significativa em quaisquer variaveis analisadas.

Discriminag&o absoluta (D1) indice de discriminagéio (D2)  Discriminagcéo relativa (D3)

8-

Tempo (s.)
Y ¥ 9

o
1

0.15

0.10 4

0.05 -

0.00 =

;

1

60

(%)

20

—_

Controle
N PT 7,5mg/kg

-0.05 - 0-

Figura 55: Avaliacdo dos pardmetros comportamentais no teste de Reconhecimento de Objetos de 24h
em prole de camundongos fémeas cujos pais foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a
partir dos 70 dias de vida pés-natal durante 300 segundos. Controle N= 11, PT 7,5 mg/kg: N=10

5.15.2 Labirinto de Barnes

De acordo com os resultados obtidos pelo teste ANOVA two way, foi
evidenciada diferenca significativa na variavel tempo, o que indica que a aquisi¢do da
informagdo espacial foi satisfatoria. Por outro lado, conforme a tabela e o gréafico

apresentados abaixo, ndo verificamos diferencas significativas no tratamento e na

interacdo entre as variaveis experimentais (Tabela 11)

O 6° dia do teste foi utilizado para verificar o tempo de laténcia para a entrada
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no esconderijo. Porém, ndo foi verificado diferenca significativa entre os grupos. Os
resultados sugerem que a memoria espacial ndo foi afetada pela programacéo paterna
com PT (Figura 56)

Tabela 11. Resultados da ANOVA Two-Way referentes ao periodo de treinamento para a aquisi¢éo de
memodria no teste de Barnes Maze.

Controle PT 7.5 mg/kg

Dias Média (s.) Média (s.)
1 108,3 £ 16,9 111,8+193
2 54,0+ 148 79,9+ 226
3 63,0+ 124 295+55
4 76,0 £17,3 70,6 £ 14,2
5 346+95 56,3 £ 18,5
6 65,3 £ 16,3 46,2 £ 19,7
Variacgao F (DFn, DFd) Valordep
Interacdo F (5, 120) = 0,3954 P =0,8512
Tempo F (5, 120) = 4,791 P =0,0005
Tratamento F (1, 120) = 0,03435 P =0,8533

150

-0- Controle
- PT 7.5 mg/kg

@ 100-

o

o

c

20__3

© 50-
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Figura 56: Linha temporal de aprendizado referente a laténcia para o animal encontrar o esconderijo,
em prole de camundongos fémeas cujos pais foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a
partir dos 70 dias de vida pés-natal durante 300 segundos. Controle N= 11, PT 7,5 mg/kg: N=11

5.15.3 Esquiva passiva

Na esquiva passiva, através dos resultados obtidos pela ANOVA TwoWay foi
evidenciada diferenga significativa na variavel tempo, o que indica que a retencdo da
informacdo aversiva foi satisfatéria. Por outro lado, conforme a tabela e o gréfico

apresentados abaixo, ndo verificamos diferencas significativas no tratamento e na
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interacdo entre as varidveis experimentais. Devido a falta de resultado significativo na

variavel interacdo (Tabela 12), os testes post-hoc ndo foram realizados.

Tabela 12. Resultados da ANOVA Two-Way referentes aos dias de aquisigao e retengdo de memdria do

teste Esquiva-Passiva

Controle PT 7.5 mg/kg
Dias Média (s.) Média (s.)
Basal 95+19 51+08
24h 140,0 + 16,2 112,7 + 23,7
48h 108,0 + 16,9 73,4 £ 20,7
72h 77,8+19,8 86,4 + 24,8
Variacgao F (DFn, DFd) Valordep
Interagdo F (3, 80) =0,6270 P =0,5996
Tempo F (3, 80) = 15,68 P <0,0001
Tratamento F (1, 80) = 1,309 P =0,2559

200 -
-0~ Controle
= 150- - PT7.5mg/Kg
o
[ &) -
e 100
T
®
- 504
o

T T T
Basal 24h 48h T2h

Figura 57: Linha temporal de aquisicéo e retengdo da memoria referente a laténcia para o animal descer
da plataforma no teste de Esquiva-Passiva, em prole de camundongos fémeas cujos pais foram tratados

com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida pds-natal durante 180 segundos.
Controle N=11, PT 7,5 mg/kg: N=11

5.16 Sociabilidade e preferéncia social (prole F)

Na primeira parte do teste, foi verificada diferenca significativa no tempo de
interacdo entre os estimulos social e ndo social apenas no grupo controle (Tabela 13).
Esse comprometimento da capacidade de interacdo social no grupo tratado pode ser
evidenciado pela reducédo do indice de preferéncia social quando comparado ao grupo

controle (t (18) = 2,139; 78,76% * 3,66 vs. 59,02% + 8,48; p = 0,046) (|25,1%)
(Figura 58).
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Tabela 13. Resultados da ANOVA Two-Way referentes ao tempo de interagdo com o estimulo ndo-social
e 0 estimulo social na etapa de Sociabilidade do teste de Interagdo Social. ** representa p < 0.01.

Dias Média (s.) Média (s.) Post-Hoc
Sidak
Controle Na&o Social 30,40 + 6,44 Social 134,1 £ 35,07 | P=0,0017
(NS) S
PT75 N&do Social | 55,80+ 11,41 | Social | 76,10 + 14,65 P=0,73
mg/kg (NS) ©)
Variagao F (DFn, DFd) Valor dep
Interacdo F (1, 36) = 4,303 P =0,0452
Preferéncia Social F (1, 36) = 9,513 P =0,0039
Tratamento F (1, 36) = 0,6575 P =0,4228
Sociabilidade
@ 300 * % ns
o] indice de Sociabilidade
S
O 1.0
E 200 1 Controle
et 0.8 I B PT 7,5mg/Kg
= %
% 100 0.6
o 0.4
2
|q_) 0 ﬁ T 0.0~

NS S NS S

Figura 58: Avaliacdo do tempo de interacdo com o estimulo ndo-social (NS) e o estimulo social (S), na
etapa de Sociabilidade do teste de Intera¢do Social, em prole de camundongos fémeas cujos pais foram
tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida po6s-natal durante 600
segundos. * representa p < 0.05. Controle N= 10, PT 7,5 mg/kg: N=10

Na 2° etapa do teste, foram observadas diferencgas significativas no tempo, no
tratamento e na interacdo entre estas variaveis experimentais. E importante salientar
que ndo foi verificada diferenca significativa no tempo de interacao entre os estimulos
familiar e novidade social na prole PT, diferentemente do grupo controle, que passou
mais tempo interagindo com o novo animal (Tabela 14). Essa diferenca também pode
ser vista no indice de novidade social, no qual podemos confirmar a menor interagdo
da prole PT com a novidade social (t (18) = 2,598; 68,49% * 6,26 vs. 40,15% = 8,93;
p =0,02) (|41,4) (Figura 60).
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Tabela 14. Resultados da ANOVA Two-Way referentes ao tempo de interagdo com o estimulo social
familiar e o estimulo de novidade social na etapa de Preferéncia Social do teste de Interacéo Social. **
representa p < 0.01.

Dias Média (s.) Média (s.) Post-Hoc
Bonferroni

Controle | Familiar (F) | 50,6 £ 5,65 Novidade | 174,7 +42,73 P =0,0021

(N)
PT75 Familiar (F) | 68,6 +£19,52 | Novidade | 47,3+ 13,36 P=0,79
mg/kg (N)
Variagao F (DFn, DFd) Valordep
Interacdo F (1, 36) = 8,745 P =0,0055
Novidade Social F (1, 36) =4,371 P =0,0437
Tratamento F (1, 36) = 4,951 P =0,0324

Preferéncia Social

%k %k

indice de Preferéncia Social

T 0.8
-1 3 Controle

150 i 064 Hl PT 7,5mg/Kg

N N
o a1
T 7

100 0.4+

H

0.2

Tempo de Interacao (s)

0.0-

o

Figura 59: Avaliacdo do tempo de interagdo com o estimulo social familiar (F) e o estimulo de novidade
social (N), na etapa de Preferéncia Social do teste de Interacdo Social, em prole de camundongos fémeas
cujos pais foram tratados com PT ou veiculo. Protocolo realizado a partir dos 70 dias de vida pds-natal
durante 600 segundos. * representa p < 0.05 e ** p < 0,01. Controle N= 10, PT 7,5 mg/kg: N=10

Abaixo pode ser encontrado o0 resumo sobre as principais alteracfes
comportamentais e neurobioldgicas verificadas nos diferentes protocolos realizados no
presente estudo. Para facilitar a compreensdo, a sequéncia descritiva dos resultados,
seguem dos pais, que foram submetidos ao tratamento com PT (Quadro 1), seguindo
para a prole de camundongos machos (Quadro 2 e Quadro 3) e fémeas (Quadro 4 e
Quadro 5).
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e Pai

QUADRO 1. Resumo dos resultados dos testes comportamentais nos camundongos machos submetidos
ao tratamento com propionato de testosterona. Ns = N&o significativo

Teste comportamental Parametro Resultado
Atividade Locomotora Ns
CA Ansiedade Ns
Estresse Ns
LCE Ansiedade Ns
CCE Ansiedade Ns
SC Depresséo Ns
RO 6h Memodria Diminui
Interacdo Social Sociabilidade Diminui
Preferéncia Social Ns
Intruso Residente Agressividade Aumenta
e ProleM

QUADRO 2. Resumo dos resultados dos testes comportamentais na prole M 7,5 mg/kg. Ns = Néo
significativo

Teste comportamental Parametro Resultado
Atividade Locomotora Ns
CA Ansiedade Ns
Estresse Ns
LCE Ansiedade Aumenta
CCE Ansiedade Aumenta
SC Depresséo Diminui
RO 6h Memodria Ns
RO 24h Memodria Diminui
Barnes Maze Memoria espacial Ns
Esquiva-Passiva Memoria aversiva Ns
Interacdo Social Sociabilidade Diminui
Preferéncia Social Ns
Intruso Residente Agressividade Ns
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QUADRO 3. Resumo dos resultados referentes a expressdo de genes na prole M 7,5 mg/kg. Ns = Ndo

significativo
Gene alvo Resultado
Tph2 Ns
Hrtal Ns
Th Ns
Bdnf Ns
Ntrk2 Ns
Gadl Diminuicao
Gabra2 Aumento
e ProleF
QUADRO 4. Resumo dos resultados dos testes comportamentais na prole F 7,5 mg/kg. Ns = Né&o
significativo
Teste comportamental Parametro Resultado
Atividade Locomotora Ns
CA Ansiedade Ns
Estresse Aumenta
LCE Ansiedade Aumenta
CCE Ansiedade Ns
SC Depressdo Diminui
RO 6h Memodria Diminui
RO 24h Memoria Ns
Barnes Maze Memoria espacial Ns
Esquiva-Passiva Memoria aversiva Ns
Interacdo Social Sociabilidade Diminui
Preferéncia Social Diminui
Intruso Residente Agressividade Ns
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QUADRO 5. Resumo dos resultados referentes a expressao de genes na prole F 7,5 mg/kg. Ns = N&do

significativo
Gene alvo Resultado

Tph2 Ns

Hrtal Ns

Th Ns

Bdnf Ns

Ntrk2 Ns

Gadl Ns

Gabra2 Ns
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6 DISCUSSAO

6.1 Massa Corporal e massa testicular (pai)

No que diz respeito aos efeitos fisioldégicos decorrentes do uso cronico de PT, ndo
foi verificada diferenca na massa corporal dos animais. Desse modo, podemos concluir
que o referido tratamento ndo interfere no ganho de massa dos animais. Este resultado
estd em consondncia com o trabalho de Martinez-Sanchis (1997), que também ndo
visualizou diferenca na massa corporal em camundongos machos apds o tratamento com
PT (MARTINEZ-SANCHIS et al, 1997). Em outro trabalho, em que foi utilizado a
administragdo cronica de decanoato de nandrolona, também néo foi verificada alteragdo
na massa corporal (KALININE, 2011). Além disso, nosso trabalho ndo encontrou
diferenca significativa nos valores plasmaticos de testosterona entre os grupos. Martinez-
Sanchis et al (1997) também ndo visualizou diferenca nos niveis plasmaticos de
testosterona apds a administracdo de PT por 10 semanas utilizando uma dose de 7,5
mg/kg. A diferenga nos niveis plasmaticos ocorreu somente quando a dose de PT foi de
30 mg/kg (MARTINEZ-SANCHIS et al, 1997). Sabe-se que a elevacdo dos niveis de
testosterona causados pela administracdo exdgena contribui para a modulacdo por meio
de feedback negativo do eixo hipotalamo-hipofise-testiculo, reduzindo a liberacdo
enddgena de testosterona (DUCA et al., 2019). Essa reducdo da producdo enddgena de
testosterona, normalmente, esta relacionada com uma consequente reducdo da massa
testicular. Esse resultado vai de acordo com outros estudos que demonstram a acao
deletéria de doses suprafisiologicas sobre o sistema reprodutor (MARTINEZ-SANCHIS
et al, 1997; KALININE, 2011; OLIVARES et al, 2013; RF SILVA, 2013, ZOTTl et al,
2014) (Quadro 6). Provavelmente, a dose administrada, assim como o tempo de
tratamento, pode ndo ter sido o suficiente para verificar niveis plasmaticos mais elevados
nos animais tratados. Outra hipotese sugerida seria devido a distancia de tempo da Gltima
administracdo de PT até a data de recolhimento do plasma sanguineo em nossos animais.
Os animais do presente trabalho foram submetidos a eutanasia 2 dias apds a Ultima
administracdo, enquanto os demais trabalhos costumam realizar o procedimento no
mesmo dia ou no dia seguinte ap6s o fim do tratamento. Essa diferenca pode ter
contribuido para uma diferenca ndo significativa das concentragdes plasmaticas de
testosterona, porém suficientes para inibir o eixo H-H-G, reduzindo a libera¢do endégena

do horménio gonadal com consequente reducéo da massa testicular.
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QUADRO 6. Resumo de referéncias dos efeitos do EAA sobre a massa testicular

Referéncias Modelo Tratamento Efeito sobre a

massa testicular

3.75,7.5,15e 30

Martinez-Sanchis et al, Camundongo OF1 mg/kg de Propionato de
1997; testosterona /10 Reducdo (7,5 mg/kg)
semanas

15 mg/kg Decanoato de
Kaliline et al., 2011 Camundongos CF1 Testosterona por 20 Reducéo
dias (crénico) e 3 dias

(subcrénico)

5 mg/kg de Propionato

Olivares et al, 2013; Ratos Wistar de testosterona por 5
semanas Reducéo
10 mg/kg de
RF Silva, 2013 Ratos Wistar Propionato de
Testosterona em 20 Reducéo

administracGes

5 mg/kg de Decanoato
de nandrolona, 1x por

Zotti et al, 2014 Ratos Wistar dia, 5x por semana, por Reducéo
4 semanas
Lau, RSetal., 2022 Camundongos Swiss 7,5 mg/kg de Redugéo
(atual) propionato de

testosterona, 2x por

semana por 5 semanas

6.2 Parametros comportamentais (pai)

No presente estudo, os pais tratados com PT foram submetidos a uma bateria de
testes comportamentais para verificar se a administragdo cronica de uma dose
suprafisiologica de androgénios poderia alterar seu comportamento ao final do
tratamento. O primeiro teste realizado foi o teste de campo aberto, que é utilizado para
verificar a atividade locomotora espontanea e exploratoria do animal. Como observado

em nosso trabalho, o uso de PT ndo alterou a atividade locomotora. Esse resultado vai de
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acordo com outros estudos que também ndo verificaram nenhum déficit na atividade
locomotora ap6s o uso de EAA (BITRAN et al, 1993; SALVADOR et al, 1999;
KALILINE, 2011)).

O presente trabalho buscou também verificar se este modelo essas substancias
seriam capazes de alterar os comportamentos semelhante a ansiedade. Nossos resultados
ndo demonstraram quaisquer alteracOes referentes a esse tipo de comportamento, seja no
teste do LCE ou no CCE. Nosso resultado vai de acordo com o visualizado por Kaliline
(2011) que apos a administracdo de decanoato de nandrolona néo verificou alteracdo nos
parametros de ansiedade no teste do LCE (KALILINE, 2011). A auséncia de alteracédo
comportamental também foi observada por Zotti e colaboradores (ZOTTI et al., 2014).

A literatura, porém, possui resultados conflitantes, sendo descritas tanto acoes
ansiogénicas quanto ansioliticas ap6s a administracdo de analogos de testosterona.
Segundo Rocha (2006), a administracdo cronica de decanoato de testosterona (Deca-
Durabolin®) em ratos machos Wistar promoveu aumento do comportamento ansiogénico
no LCE, caracterizado pela reducdo da porcentagem de tempo nos bracos abertos, sendo
esse padrdo comportamental revertido apds a administracdo de diazepam (ROCHA,
2006). Nao obstante, o fator idade, em concomitancia ao uso de EAA, parece também
influenciar 0 aumento de ansiedade. Olivares et. al (2013), ao administrar PT no periodo
critico da adolescéncia em ratos Wistar (26 dias), também verificou aumento do
comportamento analogo a ansiedade no teste LCE, assim como alteracdes no balanco
autondmico cardiaco e na homeostase hidroeletrolitica na idade adulta (OLIVARES et al,
2013).

Diferentemente dos trabalhos anteriormente citados, Bitran (1993) observou
comportamento ansiolitico no LCE em ratos ap6s 1 semana do implante de capsulas
subcutaneas de PT (3,5-5,0 mg/kg). Por outro lado, ap6s 2 semanas de tratamento, este
padréo ansiolitico curiosamente ndo foi mantido. O autor credita esse resultado ao fato de
ter verificado um aumento da sensibilidade do receptor GABAA no cOrtex cerebral
somente durante a primeira semana de tratamento (BITRAN et al, 1993). J4 Kouvelas et
al (2008) verificaram que doses elevadas de decanoato de nandrolona (15 mg/kg), durante
6 semanas, tambem foi capaz de aumentar do tempo dispendido nos bracos abertos no
LCE (KOUVELAS et al., 2008).

Aikei e colaboradores (2002) analisou o efeito da administracdo de diferentes
esteroides e neuroesteroides derivados da testosterona 30 minutos antes do teste de LCE.

Ele verificou que todas as substancias foram efetivas em reduzir os comportamentos
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analogos a ansiedade. Neste estudo, podemos destacar que os metabdlitos gerados pela
acdo da 50- redutase, como o androsterona e 3a-androstanediol (3a—diol), agonistas
GABAA, contribuem para os efeitos ansioliticos visualizados. A fim de explicar este
efeito ansiolitico dos neuroesterdides, devemos recorrer a um elegante estudo realizado
por Yang e colaboradores (2005). Segundo tais autores, a acdo dos EAAs poderia estar
relacionada a sua acdo alostérica nos receptores GABAa, 0 que promoveria maior
sensibilidade destes receptores ao GABA e uma maior corrente hiperpolarizante. Este
efeito foi observado especialmente em receptores GABAAa que possuiam a conformacao
o2B3y2.

Além disso, é importante salientar o papel dos receptores androgénicos. Hodosy
et al (2012) verificaram efeito ansiolitico na CCE em camundongos submetidos a
administracdo de PT 24h antes dos testes. Tais efeitos eram prontamente revertidos apds
a administracdo de flutamida (antagonista de AR), sem que fossem alterados os niveis
plasmaticos de testosterona. Tais pesquisadores sugerem que essas alteracfes poderiam
ocorrer devido a agdo de neuroesteroides, derivados da biotransformacéo do EAA, sobre
os receptores AR e ER, 0 que poderia contribuir para eventuais a¢cdes ndo-genémicas dos
EAA, especialmente relacionados ao sistema GABAérgico (HODOSY et al, 2012). Esses
resultados conflitantes podem estar relacionados a acao de diferentes metabdlitos do EAA
sobre sitios alostéricos presentes em receptores GABAa em diferentes regides
encefélicas.

Logo, é possivel observar que estudos experimentais de avaliacdo de
comportamentos analogos a ansiedade com o uso de esteroides anabdlicos demonstra
grande variedade de resultados, estes, muitas vezes, creditados a influéncia da espécie, da
propria substancia utilizada, bem como paradigma experimental instituido
(PIACENTINO et al. 2015) (Quadro 7). Dessa forma, podemos sugerir que néo
verificamos diferengca nos comportamentos analogos a ansiedade em nossos animais,
possivelmente, devido ao periodo de tempo de administracdo do PT para que fosse
possivel alterar estes comportamentos. Outra hipbtese é que a dose utilizada para esse
farmaco em questdo ndo foi o suficiente para gerar essas alteracbes em nosso modelo
experimental. Além do mais, os episodios de ansiedade com o uso de EAA podem
acontecer também apoés a retirada do farmaco (OLIVARES et al. 2014; MORRISON,

2020), o que pode também explicar a auséncia de diferenca entre 0s grupos.
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QUADRO 7. Resumo de referéncias dos efeitos do EAA sobre comportamentos analogos a ansiedade

Referéncias

Modelo

Tratamento

Testes

Ansiedade

Bitran et al, 1993;

Kaliline, 2011

Zotti et al, 2014

Rocha, 2006

Olivares et al.,
2013

Morrison, 2020

Ratos Long-

Evans

Camundongos
CF1

Ratos Wistar

Ratos Wistar

Ratos Wistar

Hamster Sirios

Propionato de

testosterona por 1

semana e 2 semanas

15 mg/kg
Decanoato de
Nandrolona por 20

dias e 3 dias

5 mg/kg de
Decanoato de
nandrolona, 1x por
dia, 5x por semana,

por 4 semanas

5 mg/kg de
Decanoato de
nandrolona, 2x por
semana por 6

semanas

5 mg/kg de
Propionato de
testosterona por 5
semanas

2 mg/ kg Cipionato
de Testosterona + 2
mg/kg decanoato de
nandrolona + 1
mg/kg
diidrotestosterona
por 30 dias
consecutivos ¢/ 21
dias de retirada

CA/LCE

CA/LCE

LCE

LCE

LCE

LCE

Ausente /
Reducéo e

Auséncia

Ausente

Ausente

Aumento

Aumento

Aumento
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QUADRO 7 (continuacéo)

Referéncias Modelo Tratamento Testes Ansiedade
25,100 e 250 pL de
Testosterona / 500
pL
Camundongo Mus  diidrotestosterona e
Aikei et al., 2002 Musculus 5 pL estradiol / 25, LCE Reducdo

100 e 250 3 500 pL
de Androsterona /
25, 100, 250, 500

pL de 3a-
androstanediol
(3a—diol)

5 mg/kg de
Hodosy et al., Ratos Wistar Propionato de LCE/CCE Ausente /
2012 testosterona 24h Reducéo

antes dos testes

7,5 mg/kg de
Lau, RSetal, Camundongos propionato de CA/LCE/CCE Auséncia
2022 (atual) Swiss testosterona, 2x

por semana por 5

semanas

Posteriormente, foi realizado o teste de suspensao pela cauda que é um modelo,
normalmente, utilizado para a triagem de farmacos antidepressivos. Esse teste esta
relacionado, principalmente, ao comportamento semelhante ao desespero, caracterizado
pelo tempo de imobilidade do animal. Em nosso trabalho, ndo observamos diferenca
significativa na laténcia, nem no tempo de imobilidade, o que sugere a programagéo
paterna com PT n&o alterou os comportamentos semelhantes a depressao na prole adulta.
Na literatura, podemos observar que 0 uso de testosterona €, normalmente,
prescrito para melhorar o humor em pacientes com depressao que possuem baixos niveis
plasméticos de testosterona como homens senescentes (ALMEIDA, 2008). Em
concordancia com o estudo anterior, em um modelo de linhagem de camundongos com

envelhecimento precoce, foi constatada uma correlacdo negativa entre niveis plasmaticos
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de testosterona e o tempo de imobilidade no teste de suspenséao pela cauda (EGASHIRA
et al, 2010)). Foi visto também que o uso de testosterona ou algum de seus metabdlitos
(DHT, 3a-diol e estradiol) foram capazes de reduzir o tempo de imobilidade no teste de
natacdo forcada, seja em camundongos machos ou fémeas desta mesma linhagem com
envelhecimento precoce. A acdo pode ser devido a interacdo desses metabdlitos com os
sitios alostéricos no receptor GABAA, tal como o 3a-diol, que também possui afinidade
pelo receptor ERP, contribuindo para seus efeitos ansioliticos e antidepressivos (FRYE e
WALF, 2009).

Estudos que associam o uso de doses elevadas de testosterona e o aumento do
comportamento semelhante a depressdo também j& foram descritos. Foi observado que o
uso de doses elevadas de decanoato de nandrolona ou enantato de testosterona (20
mg/kg), durante seis semanas, aumentou o tempo de imobilidade no teste de suspensdo
pela cauda. Porém, o mesmo foi revertido pela realizacdo de um protocolo de exercicio
fisico. Este trabalho demonstrou que o regime de tratamento com os EAA aumentou 0
numero de células imunorreativas para o receptor androgénico (AR), ndo afetando a
expressdo do ERa em regides do hipocampo (CAl, CA2/3, giro denteado). Ainda
segundo este estudo, também foi verificado uma reducdo no nimero de interneurénios
gabaérgicos imunorreativos para parvobulmina, principalmente, na regido do giro
denteado. Esses resultados parecem contribuir para o efeito pro-depressivo visualizado
no teste comportamental (SELAKOVIC et al, 2019). Outro estudo verificou que o uso de
decanoato de nandrolona ou estanozolol (5 mg/kg), por 4 semanas, levou a um aumento
no tempo de imobilidade no teste de nado forgcado. Foi verificado uma reducéo dos niveis
de BDNF no hipocampo e cértex pré-frontal, assim como do receptor glicocorticoide de
baixa afinidade. Além disso, foi observado um aumento nos niveis plasmaticos de
corticosterona, o que também contribui para um fendtipo semelhante a depressao. Por
fim, 0 uso de um antidepressivo (clorimipramina) reverteu os efeitos visualizados pelo
uso de EAA (MATRISCIANO et al., 2010). Abaixo encontram-se as referéncias
apresentadas demonstrando os diferentes tratamentos e como essas singularidades podem

explicar as diferengas encontradas nos mais diferentes trabalhos (Quadro 8).
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QUADRO 8. Resumo de referéncias dos efeitos do EAA sobre comportamentos analogos a depressao

Referéncias Modelo Tratamento Testes Depresséo
Almeida, 2008 Ser humano - - Reducéo
Camundongo de - CA / Rotarod / Aumento
senescéncia LCE/ (camundongos c/
Egashira et al, 2009 acelerado e Esconder- senescéncia
camundongos esferas / SC/ acelerada) /
resistentes a
senescéncia
Camundongos Nado forgado Reducéo
Frye e Walf, 2009 C57/BL6 1 mg/kg
envelhecidos (x Testosterona,
24 meses) DHT, 3a-diol e
estradiol 1h antes
do teste
Selakovicetal., Ratos Wistar 20 mg/kg Suspensdo Aumento
2019 Decanoato de pela cauda
nandrolona ou
enantato de
testosterona, 1x
por semana por 6
semanas
Matrisciano et al, Ratos Wistar 5 mg/kg de Nado Forcado Aumento
2010 decanoato de
nandrolona ou
stanozolol, por 28
dias consecutivos
7,5 mg/kg de
propionato de
Lau, RSetal., Camundongos testosterona, 2x SC Auséncia
2022 (atual) Swiss por semana por 5

semanas

Posteriormente, buscamos verificar se o tratamento cronico com EAA poderia

impactar a capacidade de memoria mnemdnica de camundongos adultos. Para este

propdsito, foi realizado o teste de reconhecimento de objetos (RO). Estudos prévios
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demonstraram que esse teste € dependente de circuitos neurais provenientes de areas
hipocampais e do cortex perirrinal (ANTUNES&BIALA, 2012). Em nosso modelo
experimental, foi visualizado que o tratamento com PT prejudicou a capacidade
mnemonica dos animais tratados, visto que 0s mesmos passaram mais tempo explorando
0 objeto familiar em comparacao ao novo objeto. Em condi¢des normais, espera-se que
0s animais passem mais tempo explorando o novo objeto (ENNACEUR, 2010).

Em um trabalho realizado por Silva et al (2013), que buscou avaliar os efeitos da
administragdo aguda e crbnica de PT sobre a memoria de ratos Wistar, foi verificado que
o0 tratamento agudo ndo alterava o tempo de exploracdo do objeto novo. Por outro lado,
foi verificado que o tratamento crénico reduziu o tempo de exploracdo do objeto novo
quando comparado ao controle (visualizado através do indice de exploragdo). Também
nédo foi observada diferenca significativa entre o tempo de exploragdo do objeto novo e
familiar (RF SILVA et al, 2013). Outro estudo verificou que o tratamento crénico com
decanoato de nandrolona prejudicou a memoria de reconhecimento social no teste de
memoria olfativa. Embora o tratamento ndo tenha afetado a aquisicéo, 0s animais tratados
passaram mais tempo com o estimulo social, ja& apresentado anteriormente, quando
comparado aos demais grupos. Este teste se mostrou dependente da acdo dos receptores
androgénicos, visto que o bloqueio desses receptores por flutamida revertia os efeitos
anteriormente descritos (KOUVELAS et al, 2008).

O hipocampo estd diretamente envolvido nos processos de memoria e
aprendizagem. Além disso, € uma regido significativa densidade de receptores
androgénicos, podendo ser influenciada por hormonios esteroides (NAGHDI et al, 2001).
Dessa forma, a administracdo localizada de analogos de testosterona também pode
prejudicar a memdria. Foi observado que injecdo intra-hipocampal de altas doses de
testosterona na area CA1 do hipocampo foi capaz de prejudicar a memoria espacial no
teste Morris Water Maze (MWM) no 3° dia, assim como a administracdo local de
flutamida, que piorou a aquisi¢do de memdria nos 2° e 3° dias (NAGHDI et al, 2001).
Em outro estudo do mesmo realizado pelo mesmo grupo, foi demonstrado que altas doses
de enantato de testosterona em ratos adultos, assim como a inje¢éo local de anisomicina,
quando administrados isoladamente, prejudicaram o processo cognitivo no MWM.
Porém, os efeitos negativos foram revertidos pela administracdo conjunta de ambos 0s
farmacos (NAGHDI et al, 2005). Como a anisomicina é um inibidor da sintese proteica,
é possivel que esta droga seja capaz de inibir mecanismos traducionais induzidos por

acOes genémicas da testosterona.
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Uma outra explicacdo para os efeitos deletérios dos EAA sobre a memdria esta
relacionada a acdo destes farmacos sobre algumas neurotrofinas e seus receptores.
Segundo Pieretti et al. (2015), a administracdo cronica de doses suprafisioldgicas de
decanoato de nandrolona ou estanozolol promoveu um prejuizo da memaria em ratos no
teste MWM. Foi demonstrado que este tratamento promoveu aumento dos niveis do fator
de crescimento do nervo (Nerve Growth Factor — NGF) e reducéo do contetdo proteico
do receptor p75NTR no hipocampo. Entretanto, este mesmo tratamento causou uma
reducdo dos niveis de NGF, sem qualquer alteracdo no conteldo de p75NTR, no
prosencefalo basal. Os autores sugerem que a nandrolona e o stanozolol prejudicam o
transporte retrogrado de NGF do hipocampo, reduzindo a sobrevivéncia dos neurénios
colinérgicos localizados no prosencéfalo, constatado pelo menor conteddo proteico de
colina acetiltransferase (choline acetiltrnasferase - ChAT) nesta regido. Vale ressaltar
que o transporte retrégado de NGF dos terminais hipocampais em dire¢éo ao prosencéfalo
é dependente da interacao do receptor p75NTR ao TrkA, o que aumenta a afinidade desta
proteina ao proprio NGF. Como os EAA reduzem o contetdo proteico de p75NTR, €
provavel que a interacdo entre esses dois receptores seja comprometida, assim como o
transporte retrégrado do NGF para o prosencéfalo (PIERETTI et al, 2013).

Outra hipotese que pode ser utilizada para explicar os prejuizos cognitivos
induzidos pelo tratamento crénico com PT é os niveis de BDNF, uma outra neurotrofina
envolvida nos processos de aprendizagem e memaria. Matrisciano et al, 2010 demonstrou
que a exposic¢do a nandrolona reduziu os niveis de BDNF no hipocampo e cortex frontal.
Além disso, foram encontrados baixos niveis plasméaticos de BDNF em homens
halterofilistas, usuarios de EAA, assim como em ex-usuarios, qguando comparado aqueles
homens que ndo utilizam nenhuma substancia. Esse resultado demonstra uma eventual
interferéncia do tratamento com EAA sobre a neuroplasticidade e suas possiveis
consequéncias cognitivas ao individuo (BJJRNEBEKK et. al, 2022). Inimeros trabalhos
publicados na literatura descrevem o papel do BDNF sobre a memdria. Em um desses
estudos, foi realizada manipulacdo genética por recombinacéo CreLox, a fim de induzir
o silenciamento do gene que expressa 0 BDNF. Como resultado desta técnica, 0s animais
apresentaram reducdo no tempo de interagdo com 0 novo objeto no teste de
reconhecimento de objetos, bem como prejuizo na memoria espacial no teste MWM
(HELDT et. al, 2007).

Trabalhos realizados em humanos que avaliaram aos efeitos do uso abusivo de

EAA na performance mnemdonica também sdo escassos. Porém, um trabalho realizado
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por Kanayama e colaboradores (2012) avaliou o impacto da utilizacdo de anabolizantes
em homens treinados em musculacdo na cidade de Middlesbrough, na Inglaterra. De
acordo com os resultados obtidos neste estudo, foi demonstrado que o grupo de usuérios
de EAA ndo apresentou diferenca significativa nos testes de avaliagdo de tempo de
reacdo, atencdo sustentada e memoria verbal. Porém, no que diz respeito a memoria
visuoespacial, foi verificado que os usuarios de EAA tinham uma piora desta variavel
quando comparado ao grupo de homens ndo-usuarios. Vale ressaltar que foi constatada
uma correlacdo negativa entre o tempo de uso de EAA e a performance mnemonica
visuoespeacial (KANAYAMA et al, 2012).

No que concerne aos eventuais efeitos benéficos sobre a memoria induzidos pela
administracao de testosterona, podemos citar o estudo por Luine (2015). De acordo com
este trabalho, foi demonstrado que animais submetidos a orquiectomia apresentavam
reducdo da performance mnemonica no teste de reconhecimento de objetos. Porém, este
déficit cognitivo é revertido apds a administracdo de PT (LUINE, 2015). Tais efeitos
positivos poderiam ser mediados pelos metabdlitos de testosterona (3a-diol, 3B-diol) e
androsterona, especialmente, via receptores ERB (FRYE et al, 2008).

J& no trabalho realizado por Rivas-Aranciba e Vasquez-Pereira (1994), foi
demonstrado que tanto o tratamento com enantato de testosterona quanto com estradiol
sdo capazes de induzir a extincdo da memdria apds um protocolo de esquiva passiva por
10 minutos. Os autores sugerem que essa alteracdo pode ser devido a possivel modulacdo
dos horménios esteroides sobre o sistema colinérgico, importante nos processos de
aprendizagem e memdria. Porém, no mesmo estudo, foi visto que o decanoato de
nandrolona prejudicou a extingdo da memoria apds 10 semanas (RIVAS-ARANCIBA e
VASQUEZ-PEREIRA, 1994).

Levando em consideracdo as evidéncias cientificas supracitadas, podemos
considerar que ha uma faixa considerada 6tima dos niveis de androgénios circulantes para
gue ndo haja comprometimento dos mecanismos de neuroplasticidade envolvidos com a
consolidacdo de novas memdorias. Possivelmente, estes mecanismos podem envolver um
conjunto fatores transcricionais modulados negativa ou positivamente pela testosterona
(Quadro 9)
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QUADRO 9. Resumo de referéncias dos efeitos do EAA sobre a memoria

Referéncias

Modelo

Tratamento

Testes

Memoria

RF Silva et al.,
2013

Kouvelas et al.,
2008

Rivas-Aranciba e
Vasquez-Pereira

etal.,

Pieretti et al.,
2013

Naghdi et al.
2001

Ratos Wistar

Ratos Wistar

Ratos Wistar

Ratos Wistar

10 mg/kg de
Propionato de
Testosterona em

20 administracdes

15 mg/kg de
Decanoato de
nandrolona,
diariamente por 6
semanas

20 mg/kg de
Enantato de
Testosterona, 4
mg/kg de
Decanoato de
nandrolona ou 0,8
mg/kg de estradiol
(realizado 24h
antes da aquisicdo
e apds a retencao)
por 10 semanas

5 mg/kg de
decanoato de
nandrolona ou

stanozolol

injecéo
intrahipocampal
em CA1 de 0, 20,
40, 80 pg de
Enantato de
testosterona com
ou sem flutamida

Reconhecimento
de Objetos

Reconhecimento

Social

Esquiva-Passiva

Morris Water

Maze

Morris Water

Maze

Reducéo

Reducéo

Reducéo

Reducéo

Reducéo /

Aumento
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QUADRO 9 (continuacgéo)

Referéncias Modelo Tratamento Testes Memodria
Kanayama et al., Ser humano Memoria espacial Reducéo
2012
Luine, 2015 Gonadectomizados Propionato de Tarefa de objeto Aumento
Testosterona de reconhecimento
Camundongos
machos C57BL/6 1 mg/kg de 3a- Reconhecimento Aumento em
Frye et al., 2008 Wild-Type ou ratos diol, 3p-diol ou de objetos GDXe
Long-Evans BERKO androsterona auséncia
ou (BERKO)
gonadectomizados
(GDX)
7,5 mg/kg de
propionato de
Lau, RSetal., Camundongos testosterona, 2x Reconhecimento Reducéo
2022 (atual) Swiss por semana por de objetos
5 semanas

Os animais também foram submetidos ao teste de interacdo social a fim de avaliar
se o tratamento com PT teria a capacidade influenciar o comportamento social. Esse teste,
normalmente, é utilizado para avaliacdo de comportamentos semelhante ao autismo
(REIN et al., 2020). Na primeira etapa deste teste, verificamos que os animais tratados
cronicamente com PT tiveram menor indice de preferéncia social quando comparados ao
grupo controle, sem alteracdo na preferéncia social. Trabalhos anteriores tém
demonstrado que essa primeira etapa é mais sensivel para detectar déficits sociais em
modelos animais para autismo (REIN et al, 2020). Em geral, este resultado pode sugerir
que o grupo tratado possui um engajamento/interesse social relativamente reduzido
(REIN et al., 2020).

A avaliagdo dos efeitos dos EAA sobre o comportamento social ja& é bem
estabelecida na literatura. Paradigmas como intruso-residente (OLIVARES et al., 2014;
KALILINE, 2011; LUMIA et al, 1994) e dominancia no tubo sdo os testes mais utilizados
para este fim. Porém, quando se trata do paradigma de 3 cAmaras para avaliagdo social,

ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem o comportamento social apés a
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administracao de EAA. Ao se verificar trabalhos que avaliam o autismo e possiveis genes
envolvidos em sua fisiopatologia, alguns alvos foram encontrados. Dessa forma, genes
como Nignl, Nign4, Nign3, Neurexin lo, Pten, Slc6a4, Gabrb3, entre outros, surgem
como possiveis alvos, estando envolvidos com comportamentos tipicos visualizados
nessa patologia, como sociabilidade reduzida, falta de preferéncia social, comportamento
estereotipado, déficits motores, cognitivo, hiperatividade e disturbios do sono
(SILVERMAN et al., 2010). Por sua vez, quando se trata das areas implicadas na
fisiopatologia da doenca pouco ainda se sabe, porém, areas como o hipocampo, cortex
pré-frontal, amigdala, cerebelo e circuito cerebelo-talamo-cortical tém sido relacionada a
doenca do Espectro Autista (DELOREY et al., 2008).

Como citado anteriormente, 0 gene Gabrb3, localizado dentro da regido 15q11-
13, codifica a subunidade B3 do receptor GABAA, além de mais outras duas subunidades
a5 e y3, e tem sido relacionado a fisiopatologia do autismo (DELOREY et al., 2008). Em
um trabalho realizado por Delorey et al. (2008) foi verificado que camundongos knockout
para 0 gene Gabrb3 dispenderam menos tempo interagindo com o estimulo social na 1°
etapa, porém com uma leve preferéncia social pelo animal ndo-familiar na 2° etapa do
teste. O autor relata ainda que o0s animais knockout para este gene possuiam uma redugdo
de volume do vermis cerebelar, que ja foi visto estar relacionado com baixo desempenho
exploratério, memoria contextual prejudicada, coordenacdo motora deficiente, entre
outros (DELOREY et al., 2008).

O abuso de analogos de testosterona também tem sido relacionado a
comportamentos de impulsividade. Agrawal e Dwivedi (2020) verificou que a
administracdo de PT em ratos ndo gonadectomizados modulou o sistema GABAEérgico,
por reduzir a expressdo do mRNA dos genes Gabra3, Gabra5 e Gabra6 do receptor
GABAA no cortex pré-frontal, sem alteracdo nas demais subunidades avaliadas. Além
disso, houve uma reducdo nos niveis Camkd4, responsavel por codificar a proteina quinase
IV dependente de célcio/calmodulina (CAMKA4), que tem como funcao ja estabelecida a
regulacdo da transcricdo de linfdcitos, neurdnios e celulas germinativas masculinas.
Apesar de ndo esta bem estabelecido a relacdo entre CAMKA4 e neurénios GABAEérgicos,
0 autor sugere que essa regulacéo negativa pode ter influenciado a expressao de genes do
receptor GABAA, podendo ser uma das hipoteses para a alteracdo comportamental
observada (AGRAWAL e DWIVEDI, 2020). Logo, podemos sugerir que as possiveis
modulacdes sobre o sistema GABAérgico implicadas pela administracdo de doses

suprafisioldgica de analogos de testosterona podem levar a déficits de sociabilidade.
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Por fim, também verificamos que o tratamento crénico com PT também é capaz
de aumentar as respostas inerentes ao comportamento de agressividade. Olivares e
colaboradores (2014) verificaram que, ap6s o tratamento com PT, os animais também
tiveram aumento do comportamento agressivo (OLIVARES et al, 2014). Este aumento
da agressividade pode ser visto também em diversos outros estudos, mais uma vez
fortalecendo a hipdtese de que o PT pode induzir este comportamento (BITRAN et. Al,
1993; KALILINE, 2011). Lumia e colaboradores (1994) verificaram que administragdo
cronica de PT (1mg/kg) aumentava o numero de ataques, de ameacas e a frequéncia de
postura de dominancia em ratos intactos. Nestes animais, ndo foi demonstrada qualquer
diferenca de massa corporal. Portanto, o aumento da agressividade foi de fato induzida
pela alteracdo dos niveis séricos de testosterona e ndo por uma vantagem fisica (LUMIA
et al, 1994).

A agressividade tem sido relacionada com alguns neurotransmissores, tais como
a vasopressina (AVP), serotonina (5-HT) e GABA. Enquanto, o sistema
vasopressinérgico e gabaérgico estdo envolvidos na expressdo do comportamento
agressivo, podemos verificar que o sistema serotoninérgico esta envolvido na modulacéo
e reducdo da agressividade em areas como o hipotalamo anterior (HA), septo lateral,
amigdala medial e hipotdlamo ventromedial (GRIMES et al., 2007).

Partindo dessa premissa, foi visto que o tratamento com um pool de EAA durante
28 dias foi capaz de promover aumento da agressividade em hamsters sirios machos no
teste intruso-residente. Segundo 0s autores esse aumento da agressividade foi resultado
por um por um desbalanco entre fibras AVP/5HT. Esse protocolo levou ao aumento de
fibras marcadas com AVP apds 14 dias de tratamento, além de reducéo de fibras 5-HT na
regido do HA apo6s apenas 7 dias de tratamento. (GRIMES et al., 2007). Além disso,
reducdo na expressdo de mRNA de alguns receptores serotoninérgicos (5SHT1a, 5SHT1g,
5HT2a, 5SHT2c) em regibes da amigdala, hipocampo, hipotadlamo e cortex pré-frontal em
camundongos foram visualizados, apds um protocolo com decanoato de nandrolona, o
que também poderia contribuir para um fendtipo agressivo (AMBAR E
CHIAVEGATTO, 2009). Por outro lado, a administracdo de um agonista para receptor
serotoninérgico (Quipazina) reverteu o comportamento agressivo em ratos tratados com
PT ou espontaneamente dominantes, demonstrando que esse sistema de fato esta
envolvido com o fendtipo de agressividade (BONSON e WINTER, 1992).

O sistema GABAEérgico parece também facilitar comportamentos agressivos. Em

trabalho em que ratos foram tratados com EAA durante o periodo da adolescéncia,
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também foi verificado aumento da agressividade. Este comportamento foi associado a um
aumento da enzima GADes em regiGes como amigdala medial (AMe), hipotdlamo anterior
(HA) e hipotalamo ventromedial (HVm). A agressividade ainda foi aumentada apés a
administracdo de muscimol (agonista GABAa) no HA em hamster, porém néo foi
reduzida apds a administracdo de bicuculina (antagonista GABAA) (SCHWARTZER,
RICCI, MELLONI JR., 2009). Esse aumento da agressividade pode estar relacionado a
possivel modulacao que o sistema gabaérgico realiza sobre o sistema serotoninérgico em
regibes como HA, AMe e HVm, causando desinibicdo de um estado agressivo, que é
controlado pela 5-HT (GRIMES, RICCI e MELLONI JR, 2003).

Dessa forma, com base em nossos resultados, podemos constatar que o tratamento
crénico com EAA ¢é capaz de induzir o fendtipo agressivo em camundongos adultos.
Possivelmente, este comportamento se deve a alteracGes no sistema GABAérgico e/ou
serotonérgico. Mais estudos serdo necessarios a fim de identificar os mecanismos

envolvidos com exacerbacédo desta resposta comportamental (Quadro 10)

QUADRO 10. Resumo de referéncias dos efeitos do EAA sobre comportamentos de agressividade

Referéncias Modelo Tratamento Testes Agressividade
5 mg/kg de Propionato
Olivares et al., Ratos Wistar de testosterona por 5 Intruso Residente Aumento
2014 semanas
Britan etal., 1993  Rato Long-Evans Propionato de Intruso Residente Aumento

testosterona por 1

semana e 2 semanas

15 mg/kg Decanoato de

Kaliline et al., Camundongos Testosterona (crénicoe  Intruso Residente Aumento
2011 CF1 subcrénico)
Lumiaetal., 1994 Ratos Long-Evans 1 mg/kg de Propionato Intruso Residente Aumento

de Testosterona
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QUADRO 10 (continuacao)

Referéncias Modelo Tratamento

Testes Agressividade
2 mg/kg de cipionato de

testosterona + 2 mg/kg

de nortestosterona + 1
Grimes et al., Hamsters sirios mg/kg de undecilato de  Intruso Residente Aumento
2007 machos dihidroxitestosterona por

3,7,14 e 28 dias

15 mg/kg de decanoato

de nandrolona, 1x por

Ambar e Camundongos Intruso Residente Aumento
Chiavegatto, 2009 C57BL/6J dia, durante 28 dias

consecutivos

30 mg/kg de propionato
Bonson e Winter, Ratos Machos

Competicéo por
de testosterona, 1x por pellet de aglcar
1992

Aumento
dia, durante 14 dias

2 mg/kg de cipionato de
testosterona + 2 mg/kg
Grimes, Ricci e Hamsters machos de nortestosterona + 1 Intruso Residente Aumento
Melloni Jr, 2003 mg/kg de undecilato de
dihidroxitestosterona
2 mg/kg de cipionato de
Schwartzer, Ricci,  Hamster machos testosterona + 2 mg/kg Intruso Residente
Melloni Jr., 2009

Aumento
de nortestosterona + 1

mg/kg de undecilato de
boldenona
7,5 mg/kg de
Lau, RSetal,
2022 (atual)

propionato de
Camundongos testosterona, 2x por Intruso Aumento
Swiss semana por 5 semanas

Residente

6.3 Parametros comportamentais e neurobioldgicos (prole M e F)

Ap0s a prole ter completado 70 dias de vida, tanto os machos quantos as fémeas,
foram submetidos a uma bateria de testes comportamentais, a fim de verificar as possiveis
alteracbes comportamentais que podem ter sido influenciados pelo tratamento. Por sua

vez, foram empregados também métodos em biologia molecular, com o objetivo de
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verificar as possiveis alteracGes neurobioldgicas em estruturas encefalicas envolvidas no
controle da emocionalidade, afetividade e cognicao.

Inicialmente, foram realizados uma bateria de testes para avaliacdo dos
comportamentos analogos a ansiedade e depressdo (CA, CCE, LCE e SC). Como pode
ser observado nos resultados, foi demonstrado um aumento dos comportamentos
analogos a ansiedade na prole de ambos os sexos. Outro fendtipo que se buscou verificar
na prole foi o comportamento semelhante a depressao atraves do teste de suspensdo pela
cauda. Em nosso trabalho, foi observado um perfil antidepressivo. Esse perfil
antidepressivo foi visto tanto na prole M quanto na prole F.

Apesar da literatura ser mais extensa aos efeitos da exposicdo materna ao ambiente
e suas consequéncias na prole, estudos que envolvem a influéncia paterna estdo
aumentando com o decorrer dos anos. Em um trabalho realizado por Dietz et al. (2011),
camundongos machos foram submetidos ao protocolo de derrota social durante 10 dias e,
posteriormente, colocados para acasalamento. Foi verificado na prole gerada, tanto os
machos quanto as fémeas, a apresentacdo de um fendtipo comportamental semelhante a
ansiedade e depressao na idade adulta. Corroborando com o trabalho anterior, Niknazar
etal. (2013) submeteram ratos Wistar machos a um modelo de estresse aquético. Segundo
estes autores, a prole desses animais despendeu menos tempo nos bracos abertos no teste
do LCE, assumindo também um perfil comportamental ansiogénico, assim como niveis
séricos de corticosterona mais elevado comparado a prole controle. Foi visto também que
em um protocolo de estresse cronico por instabilidade social realizado em camundongos
machos resultou em prole fémeas com perfil mais ansiogénico, caracterizado pelo menor
tempo de permanéncia nos bracos aberto do LCE, enquanto a prole de machos nao
apresentou 0 mesmo padrdo comportamental. O autor, ao repetir os testes na geracédo
seguinte (F2), verificou que o comportamento ansiogénico na prole de fémeas se
mantivera, demonstrando um efeito transgeracional (SAAVEDRA-RODRIGUEZ et al.
2013). Além disso, € importante ressaltar que a nossa programacdo paterna com PT
contribuiu para a geragdo de um fendtipo agressivo, normalmente, relacionado ndo apenas
com niveis elevados de testosterona, mas niveis de corticosterona aumentados
(MARTINEZ-SANCHIS et al., 1997). Apesar de ndo temos verificado em nosso estudo
0s niveis séricos de corticosterona, podemos sugerir também que os altos niveis de
estresse apresentado pelos pais tratados podem ter corroborado para possiveis
modificagOes epigenéticas ocorridas na linha germinativa paterna e modulado o

aparecimento de comportamentos analogos a ansiedade na prole na idade adulta.
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Os transtornos de ansiedade sdo uma das principais doengas mentais da atualidade
e possuem com a depressdo um alto grau de comorbidade. Sabe-se, atualmente, que essas
doencas possuem caracteristicas hereditarias, sendo, portanto, capazes de serem
transmitidas para os filhos (BARTLLETT et al, 2017). Em nosso trabalho, apesar dos
pais submetidos ao tratamento com PT néo terem apresentado um perfil ansiogénico, a
prole apresentou. Isso pode sugerir que, possivelmente, mecanismos epigenéticos tenham
afetado a linha germinativa paterna, implicando em alteragdes em sua descendéncia.

O sistema GABAérgico tem sido alvo de diversas pesquisas sobre o tema, visto
que sua disfuncdo tem sido relacionada as desordens de ansiedade e depressdo
(KALUEFF-NUTT 2007). Dessa forma, buscamos avaliar alguns genes, normalmente,
envolvidos nessas patologias na regido do hipocampo. Genes envolvidos com o sistema
gabaérgico como o Gabra2 (subunidade o> do receptor GABAA) e Gadl (enzima GADe7)
tiveram sua expressao alterada na prole de camundongos machos, mas ndo em fémeas.
Nos machos tivemos uma diminui¢do da expressdao do gene Gadl e um aumento na
expressao do gene Gabra2.

A enzima glutamato descarboxilase (GAD) é responsavel pela conversdo de
glutamato em GABA (ASADA et al. 1997; HILL et al. 2008). Existem dois tipos de GAD
que podem ser expressas através do seu peso molecular, a saber: GADsgs € a GADe7, que
juntas correspondem por cerca de 99% da producdo de GABA no cérebro (SANDHU,
2015). Essas enzimas podem estar presentes em regides ndo prioritariamente
GABAérgicas, sugerindo participacdo na plasticidade neuronal. (ASADA et al. 1997).
Foi visto que a reducdo da sintese de GABA na amigdala, causados por disturbios
genéticos que envolvam as enzimas GAD, induzem aumento de ansiedade, diminuindo a
eficicia do tratamento com benzodiazepinicos (SANDHU, 2015). J4& em um elegante
estudo realizado por Miyata et al (2021), em que foi usado camundongos knockout para
0 gene Gadl, foi verificado que baixos niveis de GADs7 € capaz de promover alteracfes
comportamentais, caracterizado pelo menor tempo na area central do CA, assim como
uma resposta prejudica no teste de sobressalto acustico. Além disso, baixos niveis de
GADs7 tém sido uma observacdo consistente em cérebros post mortem de pacientes com
varios transtornos psiquiatricos, incluindo esquizofrenia, transtorno bipolar e transtorno
depressivo maior (MIYATA et al. 2021).

Outros estudos, por sua vez, referentes a programacdo materna e mecanismos
epigenéticos sobre a expressdo de Gadl e suas consequéncias na prole, podem ser

visualizados na literatura. Foi visto que a hipermetilacdo desse gene na regido da amigdala
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basolateral, relacionado ao aumento da expressao da enzima DNMT1, em camundongos
(ZHU et al., 2018) e ratos (ZHOU et al., 2013), levou a um exofenotipo ansiogénico da
prole na idade adulta.

O sistema gabaérgico possui dois receptores: receptor GABAA (ionotrépico) e o
receptor GABAg (metabotrdpico). O receptor ionotropico GABAAa é formado por vérias
subunidades a6, P1-3, y1-3, 0, € 0, m, p13 formando alguns clusters, sendo os mais
frequentes 2021y, que representa 40% de todo o receptor GABAA no encéfalo, e o
a22B3y2, mais comum na regido limbica, cortex cerebral e corpo estriado, representando
20% de todo receptor GABAA no encefalo. Esse receptor possui sitios alostéricos que
permitem a ligacdo de benzodiazepinicos, barbitdricos, neuroesterdides e alcool sendo,
portanto, modulados por essas substancias (KALUEFF-NUTT, 2007). Cepa de
camundongos mutantes para a subunidade a2 (a2H101R) s&o resistentes aos
benzodiazepinicos e, portanto, ndo apresentaram os efeitos ansioliticos do diazepam no
teste do LCE e CCE. Porém, os efeitos sedativos e anticonvulsivantes foram
completamente mantidos (LOW et al., 2000). Em outro trabalho em que foi usado
camundongos knockout para o gene Gabra2, se observou que tanto o diazepam quanto o
pentobarbital falharam em induzir um efeito ansiolitico em um teste condicionado de
resposta emocional. Dessa forma, a subunidade o parece ter um papel fundamental nas
respostas ansioliticas exercidas pelos benzodiazepinicos (DIXON, ROSAHL e
STEPHENS, 2008).

Por sua vez, elevacdo na expressdao da subunidade o, e aumento dos
comportamentos analogos a ansiedade sao relatados na literatura. Foi observado em prole
adulta cujas maes foram submetidas a dieta hiperlipidica, aumento nos niveis de BDNF
na regido dorsal do hipocampo, assim como da subunidade a2 e do receptor 5SHT1a na
regido ventral do hipocampo. (PELEG-RAIBSTEIN, LUCA e WOLFRUM, 2012). Estes
resultados estdo de acordo com o observado em nosso trabalho, que verificou que a
administracao de doses suprafisiologicas de PT levou a elevacdo da expressao do gene
que da origem a subunidade o> do receptor GABAAa, 0 que levou a comportamentos
andlogos a ansiedade observado na prole. Podemos sugerir que 0s que insultos
neuroenddcrinos em momentos criticos que antecedem a transmissdo epigenética pela
linhagem germinativa masculina podem estar envolvidos com a organizagdo do sistema
GABAérgico e contribuir para 0 aumento dos comportamentos semelhantes a ansiedade
na prole adulta.
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Vanaveski et al (2021) verificaram um aumento na expressao da subunidade a2 na
mesma regido em camundongos modificados geneticamente para expressar maiores
quantidades de PGC-la (um importante regulador da biogénese mitocondrial e do
estresse celular) na regido do hipocampo e cortex pré-frontal. Ainda segundo este estudo,
o aumento da subunidade a2, co-localizada com gefirina em neur6nios po6s-sinapticos
piramidais em CAl, favoreceu uma maior frequéncia de potenciais de agcdo em
miniaturas, 0 que poderia estar relacionada ao maior numero de sinapses GABAérgicas.
Esta neurotransmissdo GABAérgica mais acentuada, porém, foi seguida de
comportamento ansiogénico nos testes de LCE e CCE, tanto em machos quanto nas
fémeas. O autor sugere que a superexpressdo de PGC-la alterou o equilibrio
excitacao/inibicdo na regido do hipocampo, podendo influenciar outras regides do
encéfalo, o0 que poderia aumentar o nimero de sinapses inibitorias local. Ainda assim, o
autor ndo estabelece uma relagdo causal direta entre a inibicdo alterada no circuito
hipocampal causada pela superexpressao de PGC-1a ¢ o comportamento semelhante a
ansiedade observado, sugerindo que mais estudos precisam ser realizados. Logo, o
entendimento da acdo da PGC-la e suas consequéncias para a neurotransmissio
GABAeérgica pode ser importante em diferentes distdrbios neuropsiquiatricos e outras
doencas cerebrais (VANAVESKI et al., 2021).

Além disso, em nosso trabalho foi observado também que tanto a prole de
camundongos machos quanto as fémeas apresentaram um déficit na memdria no teste de
reconhecimento de objetos. Esse resultado foi semelhante ao verificado nos pais machos
submetidos ao tratamento com PT que também refletiram uma reducdo da memoria de
curta duracdo no teste RO.

Ratos Sprague-Dawley submetidos ao protocolo de programacéo paterna tratados
com cocaina, tiveram sua prole analisada na idade adulta. A prole de machos e fémeas
tiveram sua memoria avaliada a partir do RO. O RO foi realizado com 30 minutos e 24h
apos a exposicdo aos objetos, avaliando, dessa forma, a memoria de curta e longa duragé&o.
Foi verificado que a prole ratos machos dos pais tratados com cocaina, explorou
igualmente ambos os objetos no teste com 30 min e 24 horas, quando um dos objetos era
trocado de posi¢do no aparato. Porém, quando um dos objetos era trocado por um novo,
a prole explorava mais o objeto novo. Por sua vez, tanto a progénie feminina dos pais
tratados com cocaina, quanto o grupo controle, dispenderam mais tempo com o objeto
deslocado durante o teste de recuperagdo de memoria realizado 24 horas apés a primeira

exposi¢do. Do mesmo modo, a progénie feminina tambeém apresentou memaria normal

102



no RO durante um teste de memdria de longo prazo. A memdria de curto prazo nao foi
avaliada na progénie de fémeas. Esses resultados sugerem que os déficits de memoria
relacionados a exposi¢do paterna a cocaina foram especificos do sexo (WIMMER et al.,
2017).

Sabe-se que a memoria esta relacionada as a¢des de alguns neurotransmissores,
como o glutamato, acetilcolina, e também de algumas neurotrofinas, como, o0 BDNF.
Porém, sabe-se que a atividade inibitdria do sistema GABAérgico também pode
influenciar negativamente a memoria. Estudos em que foram utilizados roedores
knockout para Gadl, foi verificado maior tempo de congelamento em um protocolo de
medo condicionado, sugerindo que 0 GADe7 € crucial para 0s mecanismos da extingdo da
memoria (FUJIHARA et al., 2021).

E importante ressaltar que estudos relacionados a programagdo Ssio mais
estabelecidos sobre os insultos ambientais de origem materna e que podem, por sua vez,
contribuir para o entendimento dos possiveis mecanismos epigenéticos envolvidos em
protocolos de programacao sobre a memoria. Foi visto que a ativacdo imune materna
durante a gestacao, gerou prole que apresentou um piora da memdria no teste de labirinto
em Y. Foi visto também um aumento nos niveis da MeCP2, um tipo de enzima metilante
que esta relacionado a repressao transcricional, em neurénios GABAérgicos. Esses
efeitos epigenéticos foram seguidos de reducdo da expressdo dos transcritos de mRNA
Gadl e Gad2, que poderia explicar os efeitos prejudiciais sobre a memdria
(LABOUESSE et al., 2015). Esses resultados vao de acordo com o trabalho realizado por
Richetto et al (2013), que também verificou prejuizo na memdria de trabalho na prole de
maes submetidas a ativacdo imune materna, seguida de reducéo da expressao de GADes
e GADe7 nas regides do cortex pré-frontal e hipocampo dorsal, que sdo areas criticamente
envolvidas com a memoria (RICHETTO et al., 2013).

A subunidade a2 é notavelmente envolvida com os efeitos ansioliticos, além de
apresentar sensibilidade aumentada aos efeitos dos benzodiazepinicos (DIXON,
ROSAHL e STEPHENS, 2008). Porém, podem ser encontrado trabalhos na literatura que
associem esta subunidade & modulacdo da memoria. Sabe-se que o uso de opioides tem
sido relacionado a um maior risco de dependéncia, mortalidade relacionada a opioides e
tolerancia a analgésicos. Foi visto que o uso agudo de morfina levou a déficits na memoria
de trabalho espacial e a memdria de curta duragdo no labirinto Y de Morris. Além disso,
essas alteracbes foram acompanhadas do aumento na expressdo génica e do contetdo

proteico das subunidades ay, a3 € as na regido do hipocampo. Porém, o uso de &cido
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valpréico, um anticonvulsivante e estabilizador do humor, que eleva os niveis de GABA
no encéfalo, reverteu as alteracdes observadas. A dependéncia da morfina e 0 aumento
das subunidades do sistema GABAérgico, provavelmente, foi devido a saturacdo
sindptica ocorrida por conta da forte conexdo entre os sistemas de recompensa e
aprendizado. Porém, novos estudos sdo necessarios para entender se outros sistemas de
neurotransmissores também estdo envolvidos (GHAMKHARINEJAD et al., 2021).

Dessa forma, podemos sugerir que a suprarregulacdo na expressdao do gene
Gabra2, responsavel por codificar a subunidade 02 do receptor GABAA, pode estar
relacionado as deficiéncias na memoria apresentadas pela prole M. Por outro lado, esta
alteracdo pode ter manifestado um perfil dimorfico, sendo necessario verificar as demais
subunidades do receptor GABAa € GABAg que podem ter sido alteradas nas fémeas, a
fim de explicar as alteracGes apresentadas.

Por sua vez, tem sido observado que ¢ a subunidade as 0 foco dos estudos
relacionados a memdria quando se trata do sistema GABAEérgico. Estas subunidades estdo
em maiores quantidades no hipocampo e em menor quantidade no cortex pré-frontal
(CHARNEY e NESTLER, 2017). Camundongos knockout para a subunidade os
demonstraram desempenho melhorado no MWM, que é uma tarefa dependente do
hipocampo, sem alteracdes no desempenho de tarefas ndo-dependentes do hipocampo e
no comportamento semelhante a ansiedade (COLLINSON et al., 2002). O melhor
desempenho veio acompanhado de menor amplitude, decaimento e lentidao das corrente
poOs-sinaptica inibitéria espontanea no hipocampo, sugerindo um mecanismo para a
melhora da performance em knockouts para as. Essa agdo pode ser devida sua localizagédo
extrassinaptica nos dendritos das células piramidais do hipocampo que, por sua vez, acaba
exercendo uma importante funcédo de inibicdo ténica sobre entradas glutamatérgicas. Essa
inibicdo acaba por contrabalancar as entradas excitatérias realizadas por acéo do receptor
NMDA, podendo interferir na formacdo da memoria (YEE et al., 2004).

Outro parametro avaliado foi o comportamento social através do teste de interagdo
social. Como pode ser visualizado, a prole PT de camundongos machos tiveram um
interesse social reduzido na 1° etapa do teste, dispendendo menos tempo com o estimulo
social, como pode ser visto pelo indice de sociabilidade reduzido. Por sua vez, na 2° etapa
do teste, pode ser verificado que a prole ndo possuiu preferéncia social pelo novo animal
colocado no aparato. Esse resultado foi 0 mesmo que o encontrado nos pais submetidos
ao tratamento com PT, sugerindo que esse comportamento pode ser transmitido para a

prole. Por sua vez, pode ser visualizado que as fémeas PT ndo discriminaram entre o
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compartimento com o estimulo social e o ndo-social na 1° etapa, assim como uma reducéo
do indice de sociabilidade. Posteriormente, na 2° etapa, a prole PT néo diferenciou entre
o0 estimulo social, j& apresentado anteriormente, e 0 novo coespecifico, demonstrando
uma reducdo no indice de preferéncia social quando comparado ao grupo controle. O
menor tempo dispendido com o animal conhecido na segunda etapa, também pode sugerir
que a prole apresentou um déficit de memoria social (SILVERMAN et al., 2010). Esses
resultados se assemelham com as alteracdes observados nos pais tratados com PT que
apresentaram interacdes fisicas reduzidas, sugerindo um certo grau de ansiedade social.

Estudos que associem programagéo paterna e seus efeitos sobre a capacidade de
socializacdo da prole sdo escassos. Porém, em um estudo realizado por Saavedra-
Rodriguez e Feig (2013), foi verificado que camundongos machos que passaram por
estresse cronico gerado por instabilidade social durante a adolescéncia, ndo apresentaram
um fendtipo mais ansioso, porém foi observado um comportamento social comprometido.
Esse comportamento social reduzido foi caracterizado pelo menor tempo de
sociabilidade, assim como a auséncia de preferéncia social, verificado pelo teste de
interacdo social. Esse perfil comportamental, por sua vez, foi transferido para a prole, que
demonstrou que as fémeas da geracao F1 e F2, mas ndo os machos, tiveram aumentos dos
comportamentos andlogos a ansiedade, retraimento social e preferéncia social reduzida.
Essas alteragdes foram seguidas de aumento na expressdao dos genes Rcanl e Rcan2
(inibidores de calcineurina), que tem sido relacionado na regido do CA1 do hipocampo
pelas geracBes F1 e F2 de fémeas. Logo, esses niveis elevados em CAl ao longo das
proles fémeas sugerem que a elevacdo transgeracional induzido pelo estresse social na
inibicdo da calcineurina pode contribuir para a distor¢do de como a regido do hipocampo
influencia a resposta ao estresse e/ ou comportamentos sociais ao longo das geracgoes
(SAAVEDRA-RODRIGUEZ e FEIG, 2013).

PerturbacGes que acometam o sistema GABAérgico também podem contribuir
para o comportamento social. Por sua vez, trabalhos envolvendo programacgdes maternas
sdo mais bem estabelecidos na literatura cientifica e, portanto, possuem trabalhos
envolvendo o sistema gabaérgico e interacdo social. Fémeas que eram administradas com
acido valproico durante a gestacdo em um protocolo para indugdo de comportamento
semelhante ao autismo em camundongos, geraram prole que tiveram reducéo do interesse
social e da preferéncia social no teste de 3 camaras de IS. Esse déficit social foi
acompanhado de distirbios no cortex dos sistemas glutamatergico, gabaérgico, assim

como do BNDF. Foram encontrados niveis reduzidos dos genes que codificam as
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subunidades do receptor NMDA, como NR2A, NR2B e NR2C; dos genes que codificam
as subunidades do receptor GABAAa, como Gabral, Gabra2, Gabra2. Essa reducéo foi
acompanhada de reducdo também do conteudo proteico desses genes, aléem das proteinas
GADes e GADe7, analisado por meio de Western Blot. O estudo sugere que a regulagéo
negativa de BDNF contribuiu para a diminui¢do no contetdo proteico glutamatérgico.
Além disso, niveis reduzidos dos diferentes genes encontrados € tipico da fisiopatologia
do disturbio do espectro autista (CHAU et al., 2017). Além disso, camundongos knockout
para a subunidade NR1 do receptor NMDA, também apresentaram sociabilidade reduzida
no teste de IS, além de alteracGes eletrofisiologicas no cortex auditivo e visual em um
modelo de esquizofrenia (HALENE et al., 2009). Dessa forma, torna-se dificil excluir a
hip6tese de que um desequilibrio no sistema glutamatérgico e GABAérgico possam ser
moduladoras de patologias envolvendo déficits no comportamento social.

Atrasos no desenvolvimento de neurdnios gabaérgicos durante o periodo do
nascimento até a idade adulta foram visualizados em animais, com baixa interacdo social
e ansiogénicos, nascidos de maes submetidas a um protocolo de estresse pré-natal.
Neurdnios gabaérgicos GAD67GFP+, no hipocampo e cortex pré-frontal, eram reduzidos
no periodo do nascimento, porém durante a adolescéncia, foi verificado um aumento
expressivo desses neurdnios, sendo normalizados durante a idade adulta. O autor sugere
que o estresse pré-natal pode ter levado ao atraso no povoamento, poda e diferenciacao
celular de células gabaérgicas contribuindo para as modificagdes comportamentais
visualizadas na idade adulta (LUSSIER e STEVENS, 2016). Além disso, mdes
submetidas a ativacdo imune materna também levou a sociabilidade alterada na juventude
na prole. 1sso foi corroborado pelo o aumento de excitacdo do cértex cingulado anterior
(CCa) causado pela hipofuncdo das sinapses inibitérias das células piramidais das
camadas 2/3 do CAa verificado na prole. Por sua vez, a infusdo direta de clonazepam no
CCa restaurou os déficits sociais observados (OKAMOTO et al., 2018).

Ademais, alteracbes epigenéticas podem contribuir para deficiéncias no
comportamento social. 1sso pode ser visto na geracdo F1 de camundongos velhos (12
meses) e muito velhos (18 meses) quando comparado a prole de camundongos jovens (2
meses), que dispenderam menos tempo com o coespecifico no teste de IS. Esse
comportamento foi mantido na geracdo F2 quando a prole de camundongos acasalou com
fémeas da geracdo F1 de pais velhos ou muito velhos. Essas alteragdes foram
acompanhadas por mudancas no perfil de metilagio de todo o genoma de

espermatozoides dos pais envelhecidos podendo ser uma das razGes das mudancas
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observadas na prole (ZHAO et al., 2020). Além disso, um elegante estudo desenvolvido
por Tyebji, Hannan e Tonkin (2020) verificou que a infec¢do patogénica por Toxoplasma
causou alteracdes epigenéticas na linha germinativa masculina, modulando o fenétipo da
prole por duas geracdes. Essas alteragdes foram associadas a infec¢do causada pelo
patogeno sobre as células do epididimo e testiculos, que sdo os locais onde ocorrem a
maturacdo dos espermatozoides, devido a alteracdo da expressdo de microRNAS,
principalmente, naqueles que exercem funcdes anti-inflamatorias. Destaca-se, por sua
vez, 0 miR-124, que atua regulando positivamente a sinalizacdo de glutamato, bem como
0 comportamento social em camundongos, que foi regulado negativamente nos
espermatozoides de pais infectados. Por outro lado, autor ndo verificou se essa alteracéo
no perfil epigenético foi mantido na linha germinativa da prole F1 que foram utilizados
para gerar a prole F2, restringindo a observagédo apenas para os efeitos multigeracionais,
mas nao transgeracionais (TYEBJI, HANNAN E TONKIN, 2020).

Em nosso trabalho, a prole de camundongos M e F apresentou um perfil
ansiogénico na bateria de métodos comportamentais relacionados a ansiedade. Essas
alteracBes comportamentais podem estar relacionadas as modificacBes neurobioldgicas
ocorridas no sistema GABAérgico no hipocampo, 0 que contribuiu, por sua vez, para a
apresentacdo de um endofenétipo semelhante a ansiedade. Provavelmente, o perfil
apresentado pela prole pode ter contribuido para uma reducdo do engajamento social,
caracterizado por um aumento da ansiedade social. Ademais, as possiveis alteracdes
ocorridas no sistema glutamatérgico podem ter levado a um desbalanco excitacdo-
inibicdo em regides encefalicas envolvidas com o comportamento social. Pelo fato do
prejuizo ocorrido em receptores glutamatérgicos estarem implicados em algumas
fisiopatologias que reduzem a comunicacéo social, como o transtorno do espectro autista,
podemos sugerir que este sistema também pode ter sido modulado pela programacéao
paterna. Além disso, podemos sugerir que a reduzida preferéncia social no 2° momento
do teste de interacédo social, esta relacionado ndo apenas a ansiedade social, mas a déficits
de memdria visual ja apresentados no teste de RO, que podem refletir em dificuldades
para 0 reconhecimento social. Por fim, a deficiéncia apresentada na capacidade de
socializagdo e memoria parecem ter sido herdados do pai, sugerindo que mecanismos
epigenéticos capazes de influenciar esses comportamentos, podem ter sido transmitidos

na linhagem germinativa paterna para a descendéncia.

107



7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que o
tratamento com propionato de testosterona foi capaz de alterar o comportamento paterno,
além de afetar o desenvolvimento psicobiologico da prole na idade adulta. Dessa forma,

foram verificadas as seguintes alteracoes:

No aspecto cognitivo, refletido por um déficit de memdria nos pais e
transmitidos para a prole;

e No aspecto social, refletido por uma reducdo na sociabilidade dos pais e
transmitidos para a prole;

e Na expressdéo de comportamentos afetivos, refletido em um perfil

ansiogénico e antidepressivo na prole;

e Na reducgdo da expressdo de genes relacionados ao sistema GABAérgico
hipocampal na prole.

Limitacdes

Durante a realizacdo do presente trabalho algumas dificuldades foram impostas
pela pandemia da Covid-19, como as restri¢cbes para a uso dos laboratérios durante um
periodo do mestrado, 0 que contribuiu para os atrasos na realizacdo dos experimentos e
andlises de biologia molecular. Consequentemente, essa condi¢do influenciou também na

entrega do trabalho dentro dos prazos estabelecidos pelo programa de pés-graduacao.

Fontes de apoio financeiro
O presente trabalho foi realizado com apoio financeiro da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de

Financiamento 001, do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
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