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ABSTRACT

Drug abuse is considered a major public health problem in the world. The use of
cocaine and anabolic-androgenic steroids (AAS) has increased in Brazil.
Epidemiological studies indicate that adolescents are more vulnerable than
adults to progress from the occasional use of drugs to dependence and that
teenagers have a higher incidence of cocaine and testosterone abuse. There is
evidence that testosterone can modify the acute effects of cocaine and increase
dopaminergic transmission that could lead to behavioral cross-sensitization.
Studies have shown that the use of cocaine or ASS promotes toxicity to the
heart and liver. Thus, the purpose of the present study was to investigate: 1)
whether the prior administration of AAS could cause cross-sensitization with
cocaine and thereby increase the vulnerability to abuse and dependence to this
psychostimulant, 2) the cardiovascular effects resulted from chronic use of
these substances combined and 3) the toxic effects resulted from chronic use of
these substances combined. In this way, our results showed that chronic
administration of testosterone caused cross-sensitization to cocaine in
adolescent, but not in adult rats. And that the combined chronic administration
of testosterone and cocaine caused increased MAP, SAP and DAP in adult, but
not in adolescent rats. Furthermore, our results showed that the chronic
testosterone and cocaine administration caused no damages to liver cellules

but caused severe damages to heart tissue in adolescent and adult rats.



RESUMO

O abuso de drogas é considerado um grande problema de saude publica no
mundo. O uso de cocaina e esterdides androgénicos anabdlicos (EAA) também
tem aumentado no Brasil. Estudos epidemiol6gicos indicam que adolescentes
sdo mais vulneraveis que adultos para passar do uso ocasional de cocaina
para a dependéncia e que adolescentes apresentam maior incidéncia de uso
de cocaina e testosterona. Existem evidéncias de que a testosterona pode
modificar os efeitos agudos da cocaina e aumentar a transmissao
dopaminérgica, o que poderia causar sensibilizagdo cruzada entre testosterona
e cocaina. Estudos demonstram que o uso de cocaina ou EAA promove
toxicidade cardiaca e hepatica. Dessa maneira, o presente estudo teve como
objetivo investigar: 1) se a administracédo prévia de AAS poderia causar
sensibilizacdo cruzada com cocaina e dessa forma aumentar a vulnerabilidade
ao abuso e dependéncia a esse psicoestimulante; 2) efeitos cardiovasculares
decorrentes do uso combinado dessas substancias e 3) os efeitos tdxicos
decorrentes do uso combinado crénico dessas substancias. Assim, nossos
resultados demonstraram que a administragcédo crbnica de testosterona causou
sensibilizagdo cruzada a cocaina em ratos adolescentes, mas esse mesmo
fenbmeno n&o foi observado em ratos adultos. A administracédo crénica de
testosterona e cocaina também causou aumento da PAM, PAS e PAD em ratos
adultos, mas nédo em ratos adolescentes. Além disso, também foi observada
que a administracdo crénica de testosterona e cocaina ndo causou danos as
células hepaticas, mas sim sérios danos nos tecidos cardiacos de ratos

adolescentes e adultos.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivos Gerais

Investigamos em ratos adultos e adolescentes:

1)

2)

3)

o efeito da administragcdo aguda ou repetida de testosterona no

aumento da atividade locomotora induzida pela cocaina;

os efeitos da administracéo repetida de testosterona e cocaina na

fungéo cardiovascular de ratos adultos e adolescentes;

alteragdes histoldégicas no coragéo e figado apdés a administragéo

combinada de testosterona e cocaina.

alteracdes de parametros bioquimicos enzimaticos: creatina quinase
B (CK-MB) para analise de danos cardiacos; alanina
aminotransferase (ALT); aspartato transaminase (AST) e fosfatase
alcalina para analise de danos hepaticos, apdés a administragao

combinada de testosterona e cocaina.



1.1 Aspectos Gerais

O abuso de drogas tem alcangado proporgdes consideraveis nos ultimos
anos e atualmente é considerado um problema de saude publica mundial.
Dados do UNITED NATIONS OFFICE ON DRUGS AND CRIME (UNODC,
2010) indicam que em 2009 o numero total de pessoas que utilizaram cocaina
no mundo alcangou a marca dos 20,8 milhdes, que corresponde 0,3% - 0,5%
da populacdo entre 15-64 anos. Levantamentos realizados pelo Centro
Brasileiro de Informacbes sobre Drogas Psicotropicas (CEBRID, 2005) e pelo
Grupo Interdisciplinar de Alcool e Drogas (GREA, 2006) também mostram
aumento no consumo de drogas ilicitas no Brasil. Segundo os dados do
CEBRID (2005), 2,9% da populacgéo ja fez uso de cocaina pelo menos uma vez
na vida.

Assim como o uso de cocaina, o uso de esteroides androgénicos
anabolicos (EAAs) também tem aumentado no mundo em decorréncia de seu
efeito anabdlico, responsavel pelo ganho de massa muscular (DAWSON, 2001;
POPE et. al. 2009). Dessa maneira, um estudo recente demonstrou que 9,3%
dos homens adultos que abusavam de cocaina também eram usuarios de
esteroides anabolizantes e muitos relataram ter iniciado o uso de cocaina como
uma forma de atenuar efeitos negativos dos EAAs, como insbnia, depressao e
irritabilidade (NATIONAL INSTITUTE ON DRUG ABUSE, 2004). No Brasil, o
aumento do uso de EAA como droga de abuso é recente. Segundo dados do
CEBRID (2005), 0,9% da populagao fez uso de algum EAA pelo menos uma
vez na vida.

Entre os adolescentes, cocaina é a droga mais frequentemente usada

em associagdo com os EAAs - 42% dos usuarios usam essas duas



substancias concomitantemente (DURANT et. al., 1993). De 2002 a 2008 o
abuso de cocaina e esteroides manteve-se constante na faixa de idade entre

12 e 20 anos (DEWIT et. al., 1997).

1.2 Abuso e Dependéncia de Substancias Psicoativas

A dependéncia a substancias psicoativas € caracterizada como um
fendbmeno comportamental complexo com causas e consequéncias decorrentes
de varios fatores que incluem desde mecanismos moleculares até aspectos
sociais. A décima edi¢gdo da classificacéo internacional de doengas (CID 10)
define sindrome de dependéncia como um conjunto de fendmenos fisioldgicos,
comportamentais e cognitivos no qual o uso de uma substancia adquire
prioridade na vida do individuo. Além disso, define—se como caracteristica
central da dependéncia o desejo forte ou irresistivel de consumir a substancia
psicoativa (WHO, 2002).

Em 1987, em um amplo artigo de revisdo, WISE e BOZARTH
propuseram que todas as substancias psicoativas que induzem dependéncia
séo reforgcadores positivos, ou seja, manifestam a sensagéo subjetiva de prazer
por atuarem em regides especificas do sistema de recompensa. Esses autores
propuseram ainda que o efeito reforgador positivo das drogas é decorrente da
ativacédo de um substrato neurobiolégico comum - o sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico. Os principais componentes do circuito do reforco sdo a
area tegmental ventral (ATV) e suas projecdes para regides do sistema limbico
incluindo o nucleo acumbens, a amigdala e o cortex frontal e limbico. Os
estados afetivos de prazer proporcionados pelas substancias psicoativas

podem explicar a experimentagdo e o uso ocasional. Entretanto, ndo explicam



a principal caracteristica que define a farmacodependéncia, ou seja, a perda do
controle do uso da droga e seu uso a despeito das consequéncias adversas
(O’BRIEN, 2001; WHO, 2002).

Robinson e Berridge (1993) propuseram que o uso compulsivo das
substancias psicoativas de abuso resultaria de processos neuroadaptativos no
sistema mesocorticolimbico promovidos pelo seu uso repetido e podem se
expressar como sensibilizagdo comportamental. Segundo a teoria da
sensibilizagdo do incentivo, o sistema dopaminérgico mesolimbico além de
mediar a sensacdo subjetiva de prazer também regularia o impulso
motivacional e a atencdo a estimulos salientes. Dessa maneira, com o uso
repetido, a droga e os estimulos associados a ela tornam-se progressivamente
mais atrativos desenvolvendo dessa forma um desejo obsessivo (“fissura”) pela
droga que € capaz de controlar o comportamento. Portanto, o desenvolvimento
do desejo obsessivo pela droga resulta da sensibilizagdo de vias
dopaminérgicas mesolimbicas envolvidas com o incentivo motivacional e de
recompensa (ROBINSON e BERRIDGE, 1993).

Em modelos animais a sensibilizagdo comportamental caracteriza-se pelo
aumento progressivo da atividade locomotora ap6s a administragédo repetida da
substancia psicoativa de abuso (ROBINSON e BECKER, 1986). E esse
aumento da atividade locomotora observado na sensibilizacdo comportamental
decorre de adaptagbes neuroquimicas e moleculares do sistema
dopaminérgico mesolimbico homdélogas aquelas responsaveis pela transicao
do uso controlado para o uso compulsivo das substancias psicoativas, como ja
relatado posteriormente (CONVIGTON e MICZEK, 2001; NESTLER et. al.,

2001; ROBINSON e BERRIDGE, 2001).



Muitos fatores podem aumentar a vulnerabilidade do desenvolvimento da
dependéncia a cocaina, como por exemplo, o estagio de desenvolvimento.
Neste sentido, estudos epidemiolégicos indicam que adolescentes sdo mais
susceptiveis para passar do uso abusivo de cocaina para a dependéncia
(CHEN e KANDEL, 1995; REBOUSSIN e ANTHONY, 2006). Além disso, foi
demonstrado que o uso prévio ou concomitante de outras substancias pode
aumentar a vulnerabilidade ao abuso e dependéncia de drogas. Por exemplo, a
dependéncia a cocaina desenvolve-se mais facilmente em fumantes de tabaco
que em ndo fumantes (HENNINGFIELD et. al., 1990; LINDSAY e RAINEY,
1997). Outros estudos mostram que consumo simultdneo de cocaina e
testosterona é crescente entre adolescentes (DURANT et. al., 1993), e esta
associacdo parece ocorrer para atenuar os efeitos negativos dos EAAs
(NATIONAL INSTITUTE ON DRUG ABUSE, 2004).

A administragao repetida de uma determinada substéncia de abuso pode
aumentar a resposta locomotora a administragdo subsequente de outra
substancia psicoativa, este fenbmeno é chamado de sensibilizagédo cruzada
(CUNNINGHAM e KELLEY, 1992). Por exemplo, Collins e Izenwasser (2004)
demonstraram que ratos adolescentes e adultos que foram pré-tratados com
nicotina apresentaram sensibilizagédo a cocaina. Da mesma forma, Santos et.
al. (2009) mostraram que a administracdo repetida de anfetamina a ratos
adolescentes induz a sensibilizagdo cruzada entre esse psicoestimulante e
nicotina. Considerando a teoria da sensibilizacdo do incentivo, esses resultados
sugerem que a exposicdo prévia a uma substdncia pode aumentar a

vulnerabilidade a dependéncia de outra substancia.



Alguns estudos pré-clinicos investigaram os efeitos da interacdo entre
testosterona e cocaina apds a administracdo aguda. Por exemplo, Minerly et.
al. (2010) mostraram que ratos adolescentes (dia p6s-natal 30) que receberam
uma injecao de testosterona (5 ou 10 mg/kg) e apdés 45 minutos receberam
injecdo aguda de cocaina (20 mg/kg) apresentaram aumento na resposta
locomotora induzida pela cocaina quando comparados aos animais que nao
foram pré-tratados com este horménio. Da mesma forma, Martinez-Sanchis et.
al. (2002) demonstraram que a administragdo aguda de testosterona resultou
em um aumento na atividade locomotora induzida por cocaina em
camundongos adolescentes. Esses dados sugerem que a administragdo de

testosterona aumenta a sensibilidade a cocaina em animais adolescentes.

Apesar das evidencias, poucos sao os trabalhos que se dedicaram a
investigacdo dos efeitos da administracdo repetida de testosterona na
locomocg&o induzida pela cocaina. Dessa maneira, a demonstracdo de
sensibilizagcdo cruzada entre testosterona e cocaina poderia ser sugestiva de
que a exposicdo a EAAs pode influenciar a vulnerabilidade a dependéncia de

cocaina.

Como ja relatado, a sensibilizagdo comportamental resulta de
adaptagbes neuroquimicas e moleculares do sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico (NESTLER et. al.,, 2001). Neste sentido, estudos
envolvendo microdialise e analise de homogenato de tecido tem demonstrado
que administracdes repetidas de cocaina promovem sensibilizagdo na

liberacao de dopamina no nucleo acumbens (PONTIERE et. al., 1995; PIERCE



e KALIVAS, 1997; RAHMAN et. al., 2004; ROTHMAN e BAUMANN, 2006;
LECCA et. al., 2007; LOF et. al., 2007).

Essa sensibilizagédo da liberagdo de dopamina no nucleo acumbens
promovida pela cocaina ocorre devido a ligagdo da cocaina com
transportadores de membrana encontrados no terminal pré-sinaptico dos
neurdnios encontrados na VTA (NESTLER, 2001). Dessa maneira, a ligacao da
cocaina com o transportador de membrana faz com que o transportador perca
sua funcao de recaptar o excesso de dopamina da fenda sinaptica e que uma
maior quantidade desse neurotransmissor fique livre para ligar-se com seus
receptores na membrana pés-sinaptica dos neurdnios encontrados no nucleo
acumbens (NESTLER, 2001).

Apbs ser liberada na fenda sinaptica a dopamina pode interagir com os
receptores do subtipo D1, o que induz uma sequencia de eventos intracelulares
que incluem a estimulagdo da proteina G estimulatoria (Gs), ativacdo da
adenilil ciclase, aumento de AMPc com consequente ativagdo da proteina
quinase dependente de AMPc - PKA (LU et. al., 2006). Na sequencia de
eventos da transdugdo celular, a PKA ativada fosforila outras proteinas
importantes na atividade intracelular (HEMMINGS et. al., 1984), dentre elas o
“cAMP response element binding protein” (CREB) que se liga a sitios
especificos do DNA, levando ao aumento da taxa de transcricdo dos genes de
transcrigdo imediata (IEGs), como c-fos, c-jun e zif/268 (LU et. al., 2006).

Em decorréncia de sua interagdo com receptores extra e intracelulares e
consequente modificagdo da transcricdo génica, a administragdo aguda de
testosterona também seria capaz de promover liberagdo de dopamina no

ndcleo acumbens (QUINONES-JENAB et al., 2001; TRIEMSTRA et al., 2007).



Dessa maneira, alteragdes na neurotransmissao dopaminérgica no
nucleo acumbens poderiam estar envolvidas na interacdo dos efeitos da
testosterona e cocaina. Assim, é interessante investigar se a administragcédo
repetida de EAA poderia promover neuroadapta¢cdes na via dopaminérgica,

sensibilizando os efeitos da cocaina.

1.3 Efeitos Adversos do Uso de Cocaina e Esteroides Androgénicos

Anabdlicos

Muitos estudos tém demonstrado os riscos do uso prolongado dos EAAs
(KANAYAMA et. al., 2009). E importante notar que estas substancias podem
produzir muitos efeitos adversos, especialmente ao coragdo — como sugerido
pelo crescente numero de mortes por complicagbes cardiacas entre os
usuarios de EAAs, entre as idades de 20 a 30 anos (KANAYAMA et. al., 2008).

Os mecanismos envolvidos na toxicidade cardiovascular induzida por
EAAs ainda ndo sio totalmente entendidos. Contudo, o uso cronico de EAAs
tem sido associado com hipertenséo e patologias cardiacas (SULLIVAN et. al.,
1998; VAN AMSTERDAM et. al., 2010). Os efeitos téxicos dos EAAs ao tecido
cardiaco resultam em cardiopatia caracterizada por danos na fungao sistélica e
diastélica (D"ANDREA et. al., 2007; KRIEG et. al., 2007; WEINER et. al., 2009).
Além disso, o uso de EAAs parece aumentar as concentragcdes da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) (LENDERS et. al., 1988; GLAZER et. al., 1991) e
diminuir as concentracbes da lipoproteina de alta densidade (HDL), e essas
alteracdes representam risco para o desenvolvimento de doengas coronarias

(GRUNDY et. al., 2004).



Assim como o uso indiscriminado de EAAs, o uso de cocaina é
geralmente associado com efeitos ao coragcdo (BENZAQUEN, et. al., 2001;
LANGE, et. al., 2001). A administracdo aguda de cocaina provoca varios
efeitos cardiovasculares, tais como hipertensédo, vasoconstricdo coronaria e
arritmias cardiacas (KLONER et. al., 1992; MARAJ et. al., 2010). Contudo,
estudos propdéem que as complicagdes cardiovasculares ocorram em
decorréncia do uso repetido de cocaina (ISNER et. al., 1986; KLONER et. al.,
1992).

Apesar da alta prevaléncia do uso concomitante de EAA e cocaina, as
informagdes a respeito dos efeitos cardiovasculares relacionados com o uso
simultaneo dessas substancias sao limitadas. Mudancas na atividade do
barorreflexo parecem estar envolvidas no desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares, tais como hipertensdo, faléncia cardiaca e infarto do
miocardio (DECK et. al., 1992; GRASSI et. al., 2006). Dessa maneira, Beutel
et. al. (2005) demonstraram que o tratamento durante 8 semanas com
estanozolol (um tipo de EAA) causou hipertensdo em ratos adultos, que foram
associadas a mudangas na atividade do barorreflexo. Além, Engi et. al. (2012)
demonstraram que a administragéo repetida de testosterona e cocaina causou
aumento significativo na presséo arterial média de ratos adultos, o que pode
facilitar o desenvolvimento de hipertensdo e consequente patologias
associadas.

O uso de EAAs também pode causar hepatotoxicidade, que é
caracterizada pela proliferacdo dos ductos biliares, peliose hepatica, adenoma
hepatico e hepatocarcinoma (SANCHES-OSORIO et. al., 2007; KANAYAMA et.

al., 2009).



Além disso, foi demonstrado que o uso de cocaina € hepatotdxico e
altera a atividade enzimatica do figado. E esse efeito hepatotoxico
provavelmente resulta de sua metabolizacdo hepatica pelo sistema
microssémico P450, que promove a formagdo de um metabdlito reativo capaz
de formar’ adutos com proteinas hepaticas provocando a morte dos hepatdcitos
(EVANS e HARBISON, 1978; NDIKUM-MOFFOR e ROBERTS, 2003).

Embora sejam claros os efeitos hepatotoxicos do uso individual de EAA
e cocaina, poucos sao os estudos a respeito dos efeitos cronicos do uso
combinado dessas substancias.

Dessa maneira, embora existam evidéncias dos efeitos toxicos do uso
agudo e crénico de EAA ou cocaina isoladamente, poucos estudos
investigaram os efeitos periféricos do uso cronico combinado dessas

substancias em modelos experimentais.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Parecer Etico

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP (CEP-15/2010) e
os experimentos foram conduzidos seguindo os principios do Colégio Brasileiro

de Experimentacédo Animal - (COBEA).
3.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos adolescentes (dia pds-natal 28) e
adultos (dia pds-natal 60) provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual Paulista - UNESP. Os animais foram transferidos para o biotério do
laboratério de Farmacologia do Departamento de Principios Ativos Naturais e
Toxicologia do Campus de Araraquara - UNESP no minimo sete dias antes do
inicio dos experimentos. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas
de temperatura (23 + 2°C) e luz (ciclo 12/12 horas, luzes acesas as 19 horas),
com livre acesso a alimento e agua.

Em ratos, a adolescéncia é definida como o periodo ao redor da
maturag¢ao sexual, ocorrendo aproximadamente entre os dias pos-natal 28 e 42

(SPEAR et. al., 2000).

3.3 Farmacos
- Testosterona 10 mg/kg (Pharma Nostra);

- Cloridrato de cocaina 10 mg/kg e 20 mg/kg (Merk®).
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3.4 Avaliagao da atividade locomotora

Foi utilizada a caixa de medida automatica da atividade locomotora
(Opto — Varimex, Columbus Instruments), medindo 45,1 x 8 x 44,1 cm (largura
x altura x comprimento). Esta caixa possui 10 emissores de luz infravermelha,
distantes 2,5 cm entre si e a 3,0 cm do piso da caixa. Cada unidade de

locomocgéo corresponde a interrupcao de um feixe de luz.

VERTICAL

AMBULATORY

FIGURA 1 — Caixa de medida automatica da atividade locomotora.

3.5 Avaliacao da fungao cardiovascular

3.5.1 Canulagao da artéria e veia femorais

Vinte e quatro horas antes dos experimentos os animais foram
anestesiados com tribromo etanol na dose de 250 mg/kg i.p., para a
implantacdo de um cateter na artéria e outro na veia femoral. Apds implantacao
os cateteres foram exteriorizados na regido dorsal do animal e fixados a pele

por sutura cirurgica. Os animais foram mantidos em caixas individuais apés a
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cirurgia. Como medida profilatica, apds a cirurgia os animais receberam 80.000
Ul de Pentabidtico Veterinario (Fontoura-Wyeth, Brasil) aplicados em 0,2 mL
(i.m.). Os animais também receberam 2,5 mg/kg (s.c.) do analgésico né&o

esteroidal flunexina meglumina (Banamine®, Schering Plough, Brazil).

3.5.2 Registro da pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC)

Vinte e quatro horas apds a cirurgia, o cateter implantado na artéria
femoral foi conectado a um transdutor de presséo. A pressao arterial pulsatil
(PAP) foi registrada utilizando um amplificador (Bridge Amp, ML221,
ADInstruments), conectado a um sistema de aquisicdo de dados
computadorizado (PowerLab 4/30, ML866, ADInstruments), usando um
programa apropriado (Lab Chart PRO, ADInstruments). Os valores de PAM e

FC foram obtidos a partir dos sinais da PAP.

Uma parte dos registros das fungdes cardiovasculares foi realizada na
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP com permissédo do Prof. Dr.
Fernando Morgan de Aguiar Corréa e colaboragdo do Prof. Dr. Carlos César

Crestani.

3.6 Coleta de sangue

Os animais foram decapitados e as amostras de sangue coletadas
diretamente do tronco em tubos de ensaio heparinizados. Esses tubos foram

entao centrifugados por 15 minutos a 1245 G a 4° C.

Apds a centrifugacdo, os sobrenadantes foram transferidos para tubos
eppendorfs que foram armazenados em freezer -80° C para posterior utilizagéo

nos ensaios enzimaticos.
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3.7 Analise de Cortes Histologicos

Apds os animais terem sido decapitados, os érgdos coragcédo e figado
foram removidos e mantidos em recipientes preenchidos com formol para
conservacgao e fixacdo das pecas.

Foram feitos cortes dos érgédos no sentido longitudinal e vertical para
alocagao nos cassetes, que permaneceram durante 24 horas em agua corrente
e depois em alcool. Os cassetes foram entdo preenchidos com parafina para a
posterior realizagdo dos cortes histolégicos e montagem das |aminas, que foi
seguida do protocolo de coloragao de Hematoxilina e Eosina.

As laminas foram mantidas na posigao vertical, em estufa a 60°C por no
minimo 3 horas para que a parafina derretesse e escorresse, e em seguida
foram retiradas para que resfriassem. As laminas foram entdo acondicionadas
em bercos de colorag&o, que passam pelas seguintes etapas:

1- Banho em Xilol puro durante 3 minutos;

2- Banho em Xilol puro durante 3 minutos;

3- Banho em Alcool/Xilol (partes iguais) durante 3 minutos;

4- Banho em Alcool absoluto durante 3 minutos;

5- Banho em Alcool 90% durante 3 minutos;

6- Banho em Alcool 70% durante 3 minutos;

7- Banho em agua destilada durante 3 minutos;

Depois dessa fase, as laminas foram deixadas em repouso para que toda

a égua escorresse.

Em seguida, foi realizada a coloragcdo com hematoxilina, que consistiu no

preenchimento dos bercos que continham as laminas com o corante por no
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minimo 1 minuto. Posteriormente, foi feita a lavagem das |laminas em agua
corrente de maneira que o fluxo fosse controlado para nao ocorrer o

desprendimento dos cortes das laminas.

Apds o escoamento do excesso de agua das laminas foi realizada a
coloragcdo com eosina, que consistiu no preenchimento dos bergcos que
continham as laminas com o corante por no minimo 30 segundos.
Posteriormente, foi feita uma lavagem rapida com agua, para a retirada de todo
o corante do bergo e as seguintes etapas foram seguidas:

1- Passagem por Alcool 95%;

2 - Banho em Alcool absoluto durante 3 minutos;

3 - Banho em Alcool absoluto durante 3 minutos;

4 - Banho em Alcool/Xilol (partes iguais) durante 3 minutos;

5 - Banho em Xilol puro durante 3 minutos;

6- Banho em Xilol puro durante 3 minutos. Nesse ultimo banho, ap6s os 3
minutos, as laminas continuaram no banho de xilol enquanto foram sendo
montadas com laminula.

Para finalizar foi feita a montagem das laminas com uma laminula de

vidro e cola (resina) tipo Permount ou Entelan.

As laminas foram analisadas em microscopio Optico em colaboragéo
com o Prof. Dr. Luis Carlos Spolidorio do Departamento de Patologia da

Faculdade de Odontologia da UNESP Araraquara.
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3.8 Ensaios Enzimaticos

3.8.1 Dosagem de Creatinina Quinase — MB (CK-MB)

Inicialmente 1,0 mL do reagente 1 (kit CK-MB LIQUIFORM - Labtest) foi
transferido para um tubo ensaio, em seguida adicionou-se 0,05 mL de amostra
do plasma coletado dos animais. A amostra e o reagente foram
homogeneizados e incubados a 37° C durante 5 minutos. Apés incubagéo a
solugdo foi transferida para uma cubeta termostatizada a 37° C por 30
segundos. Apds esse processo, foi feita a leitura da absorbancia inicial (340
nm) e apos 5 minutos foi realizada uma segunda leitura dessa absorbéancia

para verificar a linearidade da reagao.

3.8.2 Dosagem de Alanina Aminotransferase (ALT)

A reacéo iniciou-se com a adi¢do de 0,1 mL de amostra do plasma dos
animais a 1,0 mL do reagente (kit ALT/GPT LIQUIFORM - Labtest). Fez-se a
homogeneizagdo da amostra e do reagente, que foram transferidos para uma
cubeta termostatizada a aproximadamente 37° C e esperou-se 1 minuto. Foi
realizada entdo a leitura da absorbancia inicial (de 340 nm) e repetiu-se sua

leitura apds 2 minutos para verificar a linearidade da reagéo.

3.8.3 Dosagem de Aspartato Transaminase (AST)

Primeiramente, acrescentou-se 0,1 mL de amostra do plasma coletado
dos animais em 1,0 mL de reagente (kit AST/GOT LIQUIFORM - Labtest). Fez-
se a homogeneizagdo da amostra e do reagente que foram transferidos
imediatamente para uma cubeta termostatizada a aproximadamente 37°C por 1

minuto. Ap6s esse procedimento realizou-se a leitura da absorbancia inicial



17

(340 nm) e repetiu-se a leitura apds 2 minutos para verificar a linearidade da

reacao.

3.8.4 Dosagem de Fosfatase Alcalina

O procedimento comecou com 1,0 mL do reagente de trabalho (kit
FOSFATASE ALCALINA LIQUIFORM — Labtest) sendo pipetado em um tubo
de ensaio, em seguida foi acrescentado 0,02 mL da amostra de plasma. A
mistura foi homogeneizada e transferida imediatamente para uma cubeta
termostatizada a aproximadamente 37° C. Esperou-se 1 minuto e realizou-se a
leitura da absorbancia inicial (em 405 nm), ap6s 2 minutos a leitura da

absorbancia foi repetida.

As andlises das enzimas foram feitas em colaboragdo com a Prof2. Dr?.
Regina Célia Vendramini do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara.



4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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4.1 Locomogédo induzida pela administragdo aguda de cocaina em
ratos adolescentes e adultos pré-tratados com administragao aguda ou

repetida de testosterona.

Os animais adolescentes (DPN 28) e adultos (DPN 60) foram tratados um
ou 10 dias consecutivos com testosterona (10 mg/kg) (N= 41 adultos; N=48
adolescentes) ou veiculo (6leo de améndoas) (N= 38 adultos; N=45
adolescentes) pela via subcutanea (s.c), e 3 dias apds a ultima administragéo
foram colocados na caixa para registro da atividade locomotora por 20 minutos
para habituagdo. Em seguida, receberam injecao intraperitoneal (i.p.) de salina
0,9% ou cocaina (10 mg/kg) e imediatamente foram colocados na caixa de
atividade locomotora e a locomocgéo foi registrada por 40 minutos em intervalos
de 5 e 5 minutos.

Assim, foram formados os seguintes grupos para administracao aguda ou

repetida de testosterona:

- Testosterona + cocaina
- Testosterona + salina
- Veiculo + cocaina

- Veiculo + salina
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4.2 Avaliagdao dos efeitos adversos do uso repetido combinado de
testosterona e cocaina

Os animais (N= 64) foram pré- tratados durante 10 dias consecutivos com
testosterona (10 mg/kg; s.c.) e cocaina (20 mg/kg, i.p.); testosterona (10 mg/kg,
s.c.) e salina (i.p.); veiculo (s.c.) e cocaina (i.p.) (20 mg/kg, i.p.); veiculo (s.c.) e
salina (i.p.). Vinte e quatro horas apds a ultima administracdo todos os animais
foram submetidos a cirurgia de canulagéo para implantagéo de canulas na veia
e artéria femorais (como descrito no item 3.5) e o experimento foi realizado
vinte quatro horas apds o procedimento cirurgico.

No dia do experimento, os animais foram levados em suas respectivas
caixas para a sala de experimentacdo e mantidos por 60 minutos, para
habituacdo as condicbes de som e iluminagdo da sala, antes do inicio dos
experimentos. Cada animal foi conectado ao sistema de registro cardiovascular
em sua respectiva caixa e foi realizado registro cardiovascular basal por um
periodo minimo de 30 minutos (como descrito no item 3.5.2).

Logo apo6s o registro das fung¢des cardiovasculares os ratos foram
decapitados e amostras de sangue foram coletadas diretamente do tronco para
posterior ensaio enzimatico (como descrito nos itens 3.6 e 3.8), também foram
coletados os 6rgéos coragéo e figado para posterior analise histolégica (como
descrito no item 3.7).

Assim, apos o registro das atividades cardiovasculares a atividade das
seguintes enzimas foi dosada: 1) isoenzima MB da creatina quinase (CK-MB);
2) enzima alanina aminotransferase (ALT); 3) enzima aspartato transaminase

(AST) e 4) enzima fosfatase alcalina.



5. ANALISE ESTATISTICA



20

Os dados comportamentais foram analisados por ANOVA bifatoral,
considerando-se os fatores pré-tratamento (veiculo x testosterona) e
tratamento (salina X cocaina). Nos casos nos quais ANOVA mostrou diferencas
significativas (p < 0,05) os resultados foram analisados pelo teste de Newman-
Keuls.

Os dados das fungdes cardiovasculares foram analisados por ANOVA
bifatorial, considerando os fatores tratamento (veiculo — salina x veiculo —
cocaina x testosterona - salina x testosterona - cocaina) e idade (adultos x
adolescentes). Nos casos nos quais ANOVA mostrou diferengas significativas
(p<0,05) os resultados foram analisados pelo teste de Bonferroni.

Os dados dos cortes histologicos foram analisados qualitativamente. As
espessuras de ventriculo e atrio foram analisadas por ANOVA monofatorial,
considerando-se o fator tratamento (veiculo — salina x veiculo — cocaina x
testosterona - salina x testosterona - cocaina). Nos casos nos quais ANOVA
mostrou diferencas significativas (p < 0,05) os resultados foram analisados pelo
teste de Newman-Keuls.

Os dados bioquimicos foram analisados por ANOVA monofatorial,
considerando-se o fator tratamento (veiculo — salina x veiculo — cocaina x
testosterona - salina x testosterona - cocaina). Nos casos nos quais ANOVA
mostrou diferengas significativas (p < 0,05) os resultados foram analisados pelo

teste de Newman-Keuls.



6. RESULTADOS
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6.1. Locomog¢ao induzida pela administragdo aguda de cocaina em
ratos adultos e adolescentes pré-tratados com administragdao aguda de

testosterona

A figura 2 mostra os resultados da avaliagdo da atividade locomotora
induzida pela cocaina (10 mg/kg) em ratos adultos (A) (n=25) e adolescentes
(B) (n=29) pré-tratados agudamente com testosterona (10 mg/kg) ou veiculo

(6leo de améndoas) 45 minutos antes dos testes.
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500 —

VEICULO TESTOSTERONA
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*

500_ I

VEICULO TESTOSTERONA

FIGURA 2 — Atividade locomotora de ratos adultos (A) ou adolescentes (B) induzida pela
administracdo de cocaina (10 mg/kg, i.p.) ou salina, administradas 45 minutos apods a injecdo
aguda de testosterona (10 mg/kg, s.c.) ou veiculo (6leo de améndoas). Os dados representam
a média + EPM de 5-8 animais por grupo. *p<0,05: comparados ao respectivo grupo controle.
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Nos ratos adultos, ANOVA n&o demonstrou diferencas significativas na
atividade locomotora considerando o fator pré-tratamento [Fz21)= 0,008; p>
0,05]. Contudo, ANOVA revelou diferengas significativas para o fator
tratamento [Fz21)= 14,58; p< 0,05]. Nenhuma interacéo foi observada entre os

dois fatores [F321)= 0,12; p> 0,05] (FIGURA 2A).

Assim, a injecdo aguda de cocaina aumentou a atividade locomotora

independentemente do pré-tratamento.

Nos ratos adolescentes, ANOVA ndo demonstrou diferencas
significativas na atividade locomotora considerando o fator pré-tratamento
[Fa25= 1,66; p> 0,05]. Contudo, ANOVA revelou diferengas significativas para
o fator tratamento [Fz25= 5,22; p< 0,05]. Nenhuma interacdo foi observada

entre os dois fatores [F(25= 0,30; p>0,05] (FIGURA 2B).

Assim, a injecdo aguda de cocaina aumentou a atividade locomotora

independentemente do pré-tratamento.
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A figura 3 mostra os resultados da avaliagdo da atividade locomotora
induzida pela cocaina (10 mg/kg) em ratos adultos (A) (n=26) e adolescentes
(B) (n=31) pré-tratados agudamente com testosterona (10 mg/kg) ou veiculo

(6leo de améndoas) 3 dias antes dos testes.
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FIGURA 3 — Atividade locomotora de ratos adultos (A) ou adolescentes (B) induzida pela
administragdo de cocaina (10 mg/kg, i.p.) ou salina, administradas 3 dias apds a inje¢do aguda
de testosterona (10 mg/kg, s.c.) ou veiculo (6leo de améndoas). Os dados representam a
média + EPM de 6-8 animais por grupo. *p<0,05: comparados ao respectivo grupo controle.
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Nos ratos adultos, ANOVA n&o demonstrou diferencas significativas na
atividade locomotora considerando o fator pré-tratamento [Fi22= 0,31; p>
0,05]. Contudo, ANOVA revelou diferencas significativas para o fator
tratamento [F322)= 8,10; p< 0,05]. Nenhuma interacdo foi observada entre os

dois fatores [F(322= 0,39; p> 0,05] (FIGURA 3A).

Assim, a injecdo aguda de cocaina aumentou a atividade locomotora

independentemente do pré-tratamento.

Em ratos adolescentes, ANOVA n&o demonstrou diferencas
significativas na atividade locomotora considerando o fator pré-tratamento
[Fe2n= 1,49; p> 0,05]. Contudo, ANOVA revelou diferengas significativas para
o fator tratamento [F27)= 14,30; p< 0,05]. Nenhuma interacdo foi observada

entre os dois fatores [F(327= 3,62; p> 0,05]. (FIGURA 3B).

Assim, a injecdo aguda de cocaina aumentou a atividade locomotora

independentemente do pré-tratamento.

6.2. Locomog¢ao induzida pela administragdo aguda de cocaina em
ratos adultos e adolescentes pré-tratados com administragao repetida de

testosterona

A figura 4 mostra os resultados da avaliacdo da atividade locomotora
induzida pela cocaina (10 mg/kg) em ratos adultos (A) (n=26) e adolescentes
(B) (n=33) pré-tratados repetidamente durante 10 dias com testosterona (10
mg/kg) ou veiculo (6leo de améndoas) e que receberam uma injecdo de

cocaina (10 mg/kg) ou salina ap6s 3 dias.
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FIGURA 4 — Atividade locomotora de ratos adultos (A) ou adolescentes (B) que receberam uma

injecdo de cocaina (10 mg/kg, i.p.) ou salina 3 dias apds o término do tratamento repetido (10

dias) com testosterona (10 mg/kg, s.c.) ou veiculo (6leo de améndoas). Os dados representam

a média £ EPM de 6-9 animais por grupo. *p<0,05: comparados aos respectivos controles.
#p<0,05: comparado ao grupo VEIC-SAL. +p<0,05: comparado ao grupo VEIC-COC.
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Nos ratos adultos, ANOVA n&o demonstrou diferencas significativas na
atividade locomotora considerando o fator pré-tratamento [F(322)= 0,67; p>0,05].
Contudo, ANOVA revelou diferencas significativas para o fator tratamento
[F22)= 15,46; p< 0,05]. Nenhuma interag&o foi observada entre os dois fatores

[Fa22)= 1,65; p> 0,05] (FIGURA 4A).

Assim, a injecdo aguda de cocaina aumentou a atividade locomotora

independentemente do pré-tratamento.

Nos ratos adolescentes, ANOVA revelou diferengas significativas na
atividade locomotora considerando os fatores prée-tratamento [F320= 5,84; p<
0,05] e tratamento [F320= 47,89; p< 0,05]. Além disso, foi observada interagéo
significativa entre os dois fatores [F 3 20= 7,82; p< 0.05] (FIGURA 4B).

O teste de Newman-Keuls revelou que o tratamento com cocaina
aumentou a atividade locomotora em ambos os grupos veiculo e testosterona,
revelando o efeito estimulante dessa substincia. Newman-Keuls revelou
também que a atividade locomotora no grupo pré-tratado com testosterona foi
maior quando comparado com o grupo pré-tratado com veiculo, demonstrando

assim a sensibilizag&do cruzada entre testosterona e cocaina.

6.3. Efeitos da administragdo repetida combinada de testosterona e
cocaina na pressao arterial basal e frequéncia cardiaca de ratos

adolescentes e adultos

A figura 5 mostra os resultados dos efeitos da administracéo repetida

combinada de testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20 mg/kg) durante 10 dias na
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pressao arterial média (PAM), pressao arterial diastélica (PAD), pressao arterial

sistélica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos adolescentes e adultos.

Pressao Arterial Média (PAM)

ANOVA néo demonstrou diferencgas significativas na PAM considerando
o fator tratamento [F335= 1,77; p>0,05]. Contudo, ANOVA revelou diferengas
significativas para o fator idade [F35= 11,21; p< 0,05]. Além disso, foi
observada interag&o significativa entre os fatores tratamento e idade [F(335=

7,29; p< 0,05].

A comparagao multipla das médias pelo teste Bonferroni, considerando o
fator interacdo, mostrou que a PAM do grupo de animais adultos que
receberam o tratamento repetido de testosterona e cocaina foi
significativamente diferente quando comparado ao seu controle (veiculo -
salina) (p<0,05) e quando comparado com o grupo de animais adolescentes

que receberam o mesmo tratamento (p<0,05).

Pressao Arterial Diastdlica (PAD)

ANOVA demonstrou diferencas significativas na PAD considerando o
fator tratamento [F(335= 7,91; p<0,05] e o fator idade [F335= 40,36; p< 0,05].
Além disso, foi observada interagao significativa entre os fatores tratamento e

idade [F(3,35)= 4.70; p< 0,05].

A comparagao multipla das médias pelo teste Bonferroni, considerando o
fator interacdo, mostrou que a PAD do grupo de animais adultos que
receberam o tratamento repetido de testosterona e cocaina foi

significativamente diferente quando comparado ao seu controle (veiculo -
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salina) (p<0,05) e quando comparado com o grupo de animais adolescentes

que receberam o mesmo tratamento (p<0,05).

Pressao Arterial Sistolica (PAS)

ANOVA nao demonstrou diferengas significativas na PAS considerando
o fator tratamento [F335= 0,73; p>0,05]. Contudo, ANOVA revelou diferengas
significativas para o fator idade [F335= 5,76; p<0,05]. Além disso, foi observada
interagéo significativa entre os fatores tratamento e idade [F35= 8,52; p<

0,05].

A comparagao multipla das médias pelo teste Bonferroni, considerando a
interagdo, mostrou que a PAS do grupo de animais adultos que receberam o
tratamento repetido de testosterona e cocaina foi significativamente diferente
quando comparado ao seu controle (veiculo - salina) (p<0,05) e quando
comparado com o grupo de animais adolescentes que receberam 0 mesmo

tratamento (p<0,05).

Frequéncia Cardiaca (FC)

ANOVA demonstrou diferengas significativas na FC considerando o fator
tratamento [F335= 14,13; p<0,05] e o fator idade [F335= 83,38; p<0,05]. Além
disso, foi observada interagao significativa entre os fatores tratamento e idade

[Fz35= 11,49; p< 0,05].

A comparagado multipla das médias pelo teste Bonferroni, considerando o
fator tratamento, mostrou que a FC dos grupos de animais adolescentes que
receberam o tratamento repetido de testosterona e salina e veiculo cocaina foi

significativamente menor quando comparado ao seu controle (veiculo - salina)
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(p<0,05). O mesmo foi observado para o grupo de animais adultos que

receberam o tratamento repetido de testosterona e salina (p<0,05).

Além disso, considerando o fator idade, os grupos adultos tratados
repetidamente com veiculo — salina, testosterona — salina, e testosterona —
cocaina apresentaram diferenca significativa menor quando comparados aos

grupos adolescentes que receberam o mesmo tratamento (p<0,05).

140

120~
e
- 120
;:6 :? 100+
i £
E £9 é 80-
= 60 @ 60
< <
o 40_ o gg_
ERIRE 1 BRI | od | [T IR [ [[ /N
Adolescentes Adultos Adolescentes Adultos
[ Jveic + sal
[ Itest + sal
Il veic + coc
Hl test + coc
100~ 450
— 400
:Ic:n 80 £
£ S
E & I oy 0| ﬂ I
o
T
g I
h
IIIIIII iy B ol [T TR [ | |/
Adolescentes Adultos

Adolescentes Adultos

FIGURA 5 — PAM, PAS, PAD e FC de ratos adolescentes e adultos tratados repetidamente
durante 10 dias com veiculo-salina, veiculo-cocaina, testosterona-salina ou testosterona-
cocaina. Os dados representam a média + EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05: comparado
ao respectivo grupo VEIC-SAL. #p<0,05: comparado ao respectivo grupo adolescente.
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6.4 Alteragcées histoléogicas no coragdo e figado apés a

administragdo combinada de testosterona e cocaina

As figuras 6 A e B mostram, respectivamente, cortes histolégicos (com
objetiva 20x) de figados de ratos adultos (n=22) e adolescentes (n=20) que
receberam durante 10 dias administracdo combinada de testosterona (10

mg/kg) e cocaina (20 mg/kg).

A analise qualitativa dos cortes histologicos de figados mostrou que se
apresentam divididos em septos os quais subdividem a glandula em |6bulos.
Observaram-se vasos sanguineos e ductos biliares que chegam até os apices
dos lobulos (espago porta). A partir dos espagos portas seguem conjuntos de
hepatocitos com aspectos de normalidade, apresentando-se como poligonais e
possuindo um ou dois nucleos sustentados por finos feixes de fibras de
colageno. O tratamento repetido com testosterona e cocaina n&o alterou as

caracteristicas histologicas dos figados de ratos adultos e adolescentes.



31

FIGURA 6A — Cortes histoldgicos de figado de ratos adultos que receberam durante 10 dias

administracdes repetidas de testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20 mg/kg). A: tratamento com
veiculo-salina, detalhe do ramo da veia porta. B: tratamento com veiculo-cocaina, detalhe do
ramo da veia porta. C: tratamento com testosterona-salina, detalhe da veia central. D:
tratamento com testosterona-cocaina, detalhe da veia central. Todos os cortes, independente
do tratamento, apresentaram caracteristicas histopatoldgicas normais.
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FIGURA 6B — Cortes histoldgicos de figado de ratos adolescentes que receberam durante 10
dias administragGes repetidas de testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20 mg/kg). A: tratamento
com veiculo-salina, detalhe da veia central. B: tratamento com veiculo-cocaina, detalhe do
ramo da veia porta. C: tratamento com testosterona-salina. D: tratamento com testosterona-
cocaina, detalhe do da veia porta. Todos os cortes, independente do tratamento,
apresentaram caracteristicas histopatoldgicas normais.
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As figuras 7 A e B e 7 C e D mostram cortes histolégicos (com objetiva
20x) de ventriculos esquerdos de coracdes de ratos adultos (n=22) e
adolescentes (n=20) que receberam durante 10 dias administragdo combinada

de testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20 mg/kg).

De modo geral, os musculos cardiacos dos grupos controles de ratos
adultos e adolescentes apresentam ramificacdo das fibras musculares e nas
suas extremidades prendem-se os discos intercalares nitidamente delineados.
Os nucleos sao relativamente baséfilos muitas vezes ovais e bem localizados,
isto &, estabelecem-se no centro das células. A estriacdo transversal das
fibrilas nem sempre sao evidenciadas e, quando sdo, mostram aspecto
poligonal das fibras musculares com espagos intercelulares relativamente
largos ocupados por suprimento vascular. Entre as fibras observam-se

numerosos capilares e alguns vasos dilatados.

Os cortes do musculo cardiaco de ratos tratados com testosterona e/ou
cocaina apresentam as mesmas caracteristicas apresentadas. Entretanto, as
imagens sugerem que a quantidade de areas de rompimento das fibras € maior
e mais espagada, sem apresentarem fibrose. Os cortes mostram também
aumento de vasos sanguineos dilatados e acumulo de sangue nas camaras

cardiacas.

As valvulas cardiacas e vasos maiores apresentaram-se semelhantes

em todos os grupos estudados.
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FIGURA 7A — Cortes histoldgicos de ventriculos esquerdos de coragBes de ratos adultos que
receberam durante 10 dias administracdes repetidas de testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20
mg/kg). A: tratamento com veiculo-salina, células com aspectos normais e sem espacamento.
B: tratamento com veiculo-cocaina, células com quantidade moderada de espagamento. C:
tratamento com testosterona-salina, células com quantidade moderada de espacamentos. D:
tratamento com testosterona-cocaina, células com grande quantidade de espagcamentos.



35

FIGURA 7B — Cortes histoldgicos de ventriculos esquerdos de coragdes de ratos adolescentes

que receberam durante 10 dias administracBes repetidas de testosterona (10 mg/kg) e cocaina
(20 mg/kg). A: tratamento com veiculo-salina, células com aspectos normais e poucos
espacamentos. B: tratamento com veiculo-cocaina, células com quantidade moderada de
espagcamento. C: tratamento com testosterona-salina, células com poucos espagamentos. D:
tratamento com testosterona-cocaina, células com grande quantidade de espagamentos.
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FIGURA 7C — Cortes histolégicos de ventriculos esquerdos de coragdes de ratos adultos que
receberam durante 10 dias administra¢es repetidas de testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20

mg/kg). A: tratamento com veiculo-salina, detalhe de vasos sanguineos com aspectos normais.
B: tratamento com veiculo-cocaina, detalhe de vasos sanguineos dilatados. C: tratamento com
testosterona-salina, detalhe de vasos sanguineos dilatados. D: tratamento com testosterona-
cocaina, detalhe de vasos sanguineos muito dilatados.
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FIGURA 7D — Cortes histoldgicos de ventriculos esquerdos de coragbes de ratos adolescentes
que receberam durante 10 dias administracGes repetidas de testosterona (10 mg/kg) e cocaina
(20 mg/kg). A: tratamento com veiculo-salina, detalhe de vaso sanguineo com aspecto normal.
B: tratamento com veiculo-cocaina, detalhe do acimulo de sangue na camara cardiaca. C:
tratamento com testosterona-salina, detalhe de vaso sanguineo com pouca dilatacdo. D:
tratamento com testosterona-cocaina, vasos sanguineos muito dilatados.
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A figura 8 mostra os resultados dos efeitos da administragcao repetida
combinada de testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20 mg/kg) na espessura de

ventriculos esquerdos de ratos adultos (A) (n=22) e adolescentes (B) (n=20).

(A)

3000+
_ I VEIC-SAL
s =3I VEIC-COC
s = TEST-SAL
g0 = == . TEST-COC
e _
(2}
0
a. 1000+
n
11}

0
(B)

3000+
. I VEIC-SAL
= = VEIC-COC
< 2000- m TEST-SAL
4 — = B TEST-COC
(2]
i
o 1000+
[72]
L

0

FIGURA 8- Espessura dos ventriculos esquerdos de cora¢des de ratos adultos (A) ou
adolescentes (B) tratados repetidamente durante 10 dias com testosterona (10 mg/kg, s.c.) e
cocaina (20 mg/kg, i.p.). Os dados representam a média + EPM de 5-6 animais por grupo.
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Nos ratos adultos, ANOVA n&o demonstrou diferencas significativas na
espessura da parede do ventriculo esquerdo [F318= 1,68; p> 0,05] (FIGURA

8A).

Nos ratos adolescentes, ANOVA ndo demonstrou diferencas
significativas na espessura da parede do ventriculo esquerdo [F 3 16= 2,36; p>

0,05] (FIGURA 8B).
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A figura 9 mostra os resultados dos efeitos da administragcado repetida
combinada de testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20 mg/kg) na espessura de

ventriculos direitos de ratos adultos (A) (n=21) e adolescentes (B) (n=20).
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FIGURA 9 — Espessura dos ventriculos direitos de coragbes de ratos adultos (A) ou
adolescentes (B) tratados repetidamente durante 10 dias com testosterona (10 mg/kg, s.c.) e
cocaina (20 mg/kg, i.p.). Os dados representam a média + EPM de 4-6 animais por grupo.
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Nos ratos adultos, ANOVA n&o demonstrou diferencgas significativas na

espessura da parede do ventriculo direito [F317y= 1,43; p> 0,05] (FIGURA 9A).

Nos ratos adolescentes, ANOVA ndo demonstrou diferencas
significativas na espessura da parede do ventriculo direito [F316= 0,56; p>

0,05] (FIGURA 9B).
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A figura 10 mostra os resultados dos efeitos da administragdo repetida
combinada de testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20 mg/kg) na espessura de

atrios esquerdos de ratos adultos (A) (n=22) e adolescentes (B) (n=20).
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FIGURA 10 - Espessura dos atrios esquerdos de coragdes de ratos adultos (A) ou adolescentes
(B) tratados repetidamente durante 10 dias com testosterona (10 mg/kg, s.c.) e cocaina (20
mg/kg, i.p.). Os dados representam a média + EPM de 5-6 animais por grupo. *p<0,05:
comparados ao grupo VEIC-SAL. #p<0,05: comparados ao grupo VEIC-COC.
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Nos ratos adultos, ANOVA demonstrou diferengcas significativas na

hipertrofia da parede do atrio esquerdo [F 3 18= 13,28; p< 0,05] (FIGURA 10A).

A comparacado multipla das médias pelo teste Bonferroni, mostrou que
ambos os grupos tratados com testosterona-salina e testosterona-cocaina
foram significativamente diferentes dos grupos tratados com veiculo-salina e

veiculo-cocaina (p<0,05).

Nos ratos adolescentes, ANOVA ndo demonstrou diferencas
significativas na hipertrofia da parede do atrio esquerdo [F3,16= 0,09; p> 0,05]

(FIGURA 10B).
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A figura 11 mostra os resultados dos efeitos da administragdo repetida
combinada de testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20 mg/kg) na espessura de

atrios direitos de ratos adultos (A) (n=22) e adolescentes (B) (n=20).
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FIGURA 11 — Espessura dos atrios direitos de cora¢des de ratos adultos (A) ou adolescentes (B)
tratados repetidamente durante 10 dias com testosterona (10 mg/kg, s.c.) e cocaina (20
mg/kg, i.p.). Os dados representam a média + EPM de 5-6 animais por grupo. *p<0,05:
comparados aos demais grupos.
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Nos ratos adultos, ANOVA demonstrou diferengcas significativas na

espessura da parede do atrio direito [F(318= 12,72; p< 0,05] (FIGURA 11A).

A comparacao multipla das médias pelo teste Bonferroni, mostrou que o
grupo tratado com testosterona-cocaina foi significativamente diferente de

todos os outros grupos (p<0,05).

Nos ratos adolescentes, ANOVA ndo demonstrou diferencas
significativas na espessura da parede do atrio direito [F(316= 1,22; p> 0,05]

(FIGURA 11B).
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6.5. Efeitos no coragdao e figado decorrentes da administragao

cronica de testosterona e cocaina

A figura 12 mostra os resultados dos efeitos tdxicos no figado
decorrentes da administragdo repetida de testosterona (10 mg/kg) e cocaina
(20 mg/kg) durante 10 dias em ratos adultos (A) e adolescentes (B). Para tanto

foi realizado o ensaio enzimatico alanina aminotransferase (ALT) como

parametro.
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FIGURA 12 — Concentrac¢do da enzima ALT de ratos adultos (A) ou adolescentes (B) tratados
repetidamente com testosterona e cocaina durante 10 dias. Os dados representam a média +
EPM de 5-6 animais por grupo.
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Nos ratos adultos, ANOVA né&o demonstrou diferengas significativas nos
parametros da enzima alanina aminotransferase (ALT) [F323= 2,42; p> 0,05]

(FIGURA 12A).

Nos ratos adolescentes, ANOVA n&o demonstrou diferencas
significativas nos parametros da enzima alanina aminotransferase (ALT)

[F(s23= 2,81; p> 0,05] (FIGURA 12B).



48

A figura 13 mostra os resultados dos efeitos téxicos no figado
decorrentes da administragdo repetida de testosterona (10 mg/kg) e cocaina
(20 mg/kg) durante 10 dias em ratos adultos (A) e adolescentes (B). Para tanto

foi realizado o ensaio enzimatico aspartato transaminase (AST) como

parametro.
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FIGURA 13 — Concentracao da enzima AST de ratos adultos (A) ou adolescentes (B) tratados
repetidamente com testosterona e cocaina durante 10 dias. Os dados representam a média +
EPM de 3-5 animais por grupo.
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Nos ratos adultos, ANOVA n&o demonstrou diferengas significativas nos
parametros da enzima aspartato transaminase (AST) [Fz23= 0,91; p> 0,05]

(FIGURA 13A).

Nos ratos adolescentes, ANOVA ndo demonstrou diferencas
significativas nos parametros da enzima aspartato transaminase (AST) [F(323)=

2,35; p> 0,05] (FIGURA 13B).
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A figura 14 mostra os resultados dos efeitos tdxicos no figado
decorrentes da administragdo repetida de testosterona (10 mg/kg) e cocaina
(20 mg/kg) durante 10 dias em ratos adultos (A) e adolescentes (B). Para tanto

foi realizado o ensaio enzimatico fosfatase alcalina como parametro.
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FIGURA 14 - Concentra¢do da enzima fosfatase alcalina de ratos adultos (A) ou adolescentes
(B) tratados repetidamente com testosterona e cocaina durante 10 dias. Os dados
representam a média * EPM de 3-6 animais por grupo.
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Nos ratos adultos, ANOVA n&o demonstrou diferengas significativas nos

parametros da enzima fosfatase alcalina [F323= 1,02; p> 0,05] (FIGURA 14A).

Nos ratos adolescentes, ANOVA ndo demonstrou diferencas
significativas nos parametros da enzima fosfatase alcalina [F323= 0,67; p>

0,05] (FIGURA 14B).
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A figura 15 mostra os resultados dos efeitos téxicos no coragao
decorrentes da administracado repetida de testosterona (10 mg/kg) e cocaina
(20 mg/kg) durante 10 dias em ratos adultos (A) e adolescentes (B). Para tanto

foi realizado o ensaio enzimatico creatina-quinase MB (CK-MB) como

parametro.
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FIGURA 15 — Concentragao da enzima CK-MB de ratos adultos (A) ou adolescentes (B) tratados

repetidamente com testosterona e cocaina durante 10 dias. Os dados representam a média +
EPM de 5-6 animais por grupo.
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Nos ratos adultos, ANOVA n&o demonstrou diferengas significativas nos

parametros da enzima CK-MB [F323= 2,83; p> 0,05] (FIGURA 15A).

Nos ratos adolescentes, ANOVA ndo demonstrou diferencas
significativas nos parametros da enzima CK-MB [F(223= 0,24; p> 0,05]

(FIGURA 15B).



7. DISCUSSAO
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O abuso de drogas tem aumentado nos ultimos anos, e atualmente é
considerado um grande problema de saude publica no mundo. E assim como o
uso de cocaina, o uso de EAAs também tem aumentado no mundo (DAWSON
et al., 2001; POPE et al., 2009; CEBRID, 2005).

Varios autores relatam a possivel participacdo dos EAAs na modulagao
do sistema dopaminérgico, que esta relacionada com o desenvolvimento da
dependéncia (JOHANSON et al., 2000; QUINONES-JENAB et al., 2001;
TRIEMSTRA et al., 2007). Além disso, a literatura é vasta quanto aos efeitos
adversos do uso de EAAs e cocaina em sistemas complexos, tais como o
sistema hepatico e cardiovascular, causando patologias e mortes subitas
(JUHN, 2003; D’ANDREA et al., 2007; KRIEG et al., 2007; SANCHES-OSORIO
et al., 2007; KANAYAMA et al., 2008; KANAYAMA et al., 2009; WEINER et al.,
2009).

Assim, nosso estudo dedicou-se a investigacdo do possivel
desenvolvimento de sensibilizagdo comportamental cruzada entre testosterona
e cocaina em ratos adultos e adolescentes. Uma vez que uso de EAAs e
cocaina ocorre concomitantemente, nosso estudo também investigou as
consequéncias adversas do uso simultaneo repetido dessas substancias sobre
o figado e fung¢des cardiovasculares.

O pré-tratamento agudo com testosterona nao alterou a atividade
locomotora em ratos adolescentes e adultos apds a injecdo de cocaina, 45
minutos ou 3 dias, apés a administracdo aguda de testosterona. Esses
resultados corroboram outros estudos, em ratos adultos, demonstrando que a

administracdo aguda de testosterona n&o altera a resposta locomotora a
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cocaina (LONG et al., 1994, MARTINEZ-SANCHIS et al., 1996; MENENDEZ-

DELMESTRE et al., 2010).

Diferentemente de nossos resultados, Minerly et al. (2010)
demonstraram que ratos adolescentes apresentaram aumento da atividade
locomotora induzida pela cocaina (20 mg/kg) apos injecédo aguda de propionato
de testosterona (5 ou 10 mg/kg). No mesmo sentido, Martinez-Sanchis et al.
(2002) demonstraram que a administracédo aguda de testosterona (10 mg/kg)
causou um aumento na atividade locomotora induzida pela cocaina (10 mg/kg)
em camundongos adolescentes. Juntos esses resultados sugerem que o0s
efeitos da testosterona na atividade locomotora induzida pela cocaina durante

a adolescéncia possam depender do tipo de EAA e da espécie estudada.

Nossos resultados demonstram que a administracdo repetida de
testosterona causou sensibilizacdo comportamental a cocaina em ratos
adolescentes, mas ndo em ratos adultos. A sensibilizacdo comportamental
decorre de adaptagbes neuroquimicas e moleculares do sistema
dopaminérgico mesolimbico que sado relacionadas a transicdo do uso
controlado para o uso compulsivo das substancias psicoativas (ROBINSON &
BERRIDGE, 2001). A sensibilizacdo comportamental ja foi descrita para a
cocaina, anfetamina, etanol, morfina, nicotina, delta-9-THC e heroina
(ROBINSON & BECKER, 1986; KALIVAS & DUFFY, 1987; MISERENDINO &
NESTLER, 1995; CADONI et al., 2001; MARIN & PLANETA, 2004; CRUZ et
al., 2005; LENOIR & AHMED, 2007). Dessa forma, foi sugerido que todas as

substancias psicoativas que induzem dependéncia sao reforcadores positivos e
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promovem sensibilizacdo comportamental (WISE & BOZARTH, 1987,

ROBINSON & BERRIDGE, 1993).

Estudos tém demonstrado que o tratamento repetido com uma
determinada substancia pode aumentar a resposta locomotora a subsequente
administracdo de outra substancia psicoativa. Este fenbmeno é chamado de
sensibilizagdo cruzada (CUNNINGHAM & KELLEY, 1992). A sensibilizagao
cruzada ja foi demonstrada entre nicotina e cocaina (COLLINS and
IZENWASSER, 2004) e entre anfetamina e nicotina (SANTOS et al., 2009).
Considerando a teoria da sensibilizagdo do incentivo, esses resultados
sugerem que a exposicdo previa a uma substancia pode aumentar a

vulnerabilidade a dependéncia de outra.

A sensibilizacdo cruzada entre testosterona e cocaina em adolescentes,
observada no presente estudo, sugere que esse EAA pode induzir
neuroplasticidades nos circuitos neurais relacionados a ativagdo psicomotora
induzida pela cocaina. Assim, o uso de testosterona poderia influenciar a

vulnerabilidade ao abuso e dependéncia de cocaina (MINERLY et al., 2010).

Poucos estudos dedicaram-se a investigacdo dos efeitos da
administragcdo repetida de testosterona nas respostas comportamentais a
cocaina em ratos. Por exemplo, Kailanto et al. (2011) demonstraram que a
administracdo por 10 dias de nandrolona (20 mg/kg) atenuou a atividade
locomotora induzida pela cocaina em ratos adultos. Por outro lado, Martinez-
Sanchis et al. (1996) demonstraram que o tratamento com estanozolol durante
21 dias nao causou efeitos na atividade locomotora de camundongos

adolescentes e adultos. A diferenca entre esses estudos e 0 nosso poderia ser
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a utilizacdo de EAAs de meia — vida longa, diferente da testosterona que tem

meia vida curta.

Chin et al. (2002) demonstraram que ratos adultos intactos (quando os
animais estavam sob efeito de testosterona enddgena) que receberam
repetidamente administracbes de cocaina (15 mg/kg) desenvolveram
sensibilizacdo comportamental a essa substancia, enquanto que esse efeito
nao foi observado em ratos gonadectomizados, sugerindo assim uma possivel
participacdo da testosterona endégena na mediagdo de alguns aspectos

relacionados a sensibilizagdo comportamental a cocaina.

A sensibilizagdo comportamental esta relacionada com o aumento da
transmissdao dopaminérgica no sistema mesocorticolimbico (WISE &
BOZARTH, 1987; NESTLER and AGHAJANIAN, 1997; KOOB & LE MOAL,
2001). Os principais componentes desse sistema sdo a area tegmental ventral
(VTA) e suas proje¢des para o sistema limbico, que inclui o nacleo accumbens,
amigdala e o cortex pré-frontal (WISE & BOZARTH, 1987; KOOB & LE MOAL,
2001). Dessa maneira, a administracdo repetida de drogas de abuso,
especialmente psicoestimulantes, causam alteragbes moleculares similares

nesse sistema.

Thiblin et al. (1999) demonstraram que o tratamento repetido (6
semanas) de oximetolona (5 mg/ml) aumentou a concentragdo de dopamina no
estriado de ratos adultos. No mesmo estudo, estes autores demonstraram que
o tratamento com propionato de testosterona (5 mg/ml) aumentou a
concentracédo de DOPAC (um metabdlito da dopamina), que reflete o aumento

da liberacdo de dopamina. Juntos, esses estudos sugerem aumento da
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atividade dopaminérgica em areas relacionadas a motivagdo e emogdes que
poderiam estar relacionadas com alguns efeitos promovidos pelo uso de EAAs,

tais como euforia, aumento da autoestima e confianga (THIBLIN et al., 1999).

De acordo com a literatura recente, os EAA podem causar sindrome da
dependéncia e esta divide muitas caracteristicas com a dependéncia de outras
substancias psicoativas, como a cocaina (KANAYAMA, et al., 2009). Por
exemplo, os esteroides atuam como reforgcadores positivos em modelos
animais de autoadministracdo, e também podem produzir sindrome de

abstinéncia caracteristica (KANAYAMA, et al., 2009).

Neuroadaptagcbes no sistema dopaminérgico foram observadas apos
administracdes de testosterona. Nesse sentido, Birgner et al. (2008)
demonstraram que a administracdo de nandrolona (3 ou 15 mg/kg), durante 14
dias, em ratos adultos causou aumento do RNAm do receptor dopaminérgico
do subtipo D4 no nucleo acumbens, diminuigdo do RNAmM do subreceptor tipo
D1 no hipocampo e aumento do RNAm do receptor tipo D1 na amigdala,
evidenciando neuroplasticidades nos  sistemas relacionados ao
desenvolvimento e manutengcdo da dependéncia, apos administracdo crbnica

de EAAs.

Além disso, outros autores demonstraram que a testosterona parece ter
uma ag¢ao no sistema opioidérgico. Dessa maneira, Johanson et al. (1997)
demonstraram que ratos que receberam nandrolona (5 ou 15 mg/kg) por 14
dias apresentaram aumento de B-endorfina na VTA, e num estudo posterior
semelhante (2000), demonstraram aumento de dinorfina e encefalina no

hipocampo e estriado, relatando um desbalanco desses dois peptideos opiddes
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nessas regides. Dessa maneira, os efeitos da administragdo repetida de
testosterona na atividade locomotora induzida pela cocaina em ratos
adolescentes poderiam estar relacionados com esta neuroplasticidades de
outros sistemas, tal como o sistema opioidérgico. Para tanto, novos estudos

s&0 necessarios para confirmar tal suposic¢ao.

Resumindo, a administragdo repetida de testosterona causou
sensibilizagdo comportamental a cocaina em ratos adolescentes. Dessa
maneira, nossos resultados sugerem que a administracéo repetida de EAAs
poderia aumentar a vulnerabilidade ao desenvolvimento da dependéncia.
Contudo, novos estudos em modelos animais sdo necessarios para confirmar o
mecanismo molecular da interagdo entre testosterona e cocaina no

desenvolvimento da dependéncia.

A literatura sobre os efeitos periféricos da administracéo isolada de
testosterona e cocaina € ampla (JUHN, 2003; D'’ANDREA et al., 2007; KRIEG
et al., 2007; SANCHES-OSORIO et al., 2007; KANAYAMA et al., 2008;
KANAYAMA et al.,, 2009; WEINER et al., 2009). Contudo, poucos sé&o os
estudos que se dedicaram a investigacdo dos efeitos adversos referentes a

administragdo combinada dessas duas substancias.

Assim, o presente estudo também investigou os efeitos toxicos do uso
repetido e combinado de testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20 mg/kg) em
alguns parametros cardiovasculares e érgaos periféricos de ratos adolescentes
e adultos. Esse estudo foi delineado em decorréncia do crescente numero de

casos do uso da associacao de testosterona e cocaina (DURANT et al., 1993;
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CEBRID, 2005; NATIONAL INSTITUTE ON DRUG ABUSE, 2009; MINERLY et

al., 2010).

Nossos resultados demonstram que ratos adultos tratados durante 10
dias com testosterona (10 mg/kg) e cocaina (20 mg/kg) apresentaram aumento
da pressao arterial média, aumento da pressao arterial sistdlica e aumento da
pressao arterial diastélica, quando comparados com seus controles. Contudo,
esses efeitos ndo foram observados em ratos adolescentes que receberam o
mesmo tratamento. O aumento da pressdao arterial média também foi
observado quando se comparou ratos adultos com ratos adolescentes que

receberam o mesmo tratamento.

Nossos resultados corroboram com os de Tseng et al. (1994). Esses
autores demonstraram que a administragdo combinada de nandrolona e
cocaina durante 6 semanas acelerou o desenvolvimento de hipertensdo em
ratos espontaneamente hipertensos. No mesmo sentido, estudos “in vitro”
demonstraram que EAAs sdo capazes de potencializar os efeitos
cardiovasculares da cocaina (PHILLIS et al., 2000; TOGNA et al., 2003).
Contudo, os mecanismos pelo qual a administragdo combinada repetida de
testosterona e cocaina induz aumento de pressdo arterial ainda nao sao

totalmente entendidos.

O tratamento repetido combinado com testosterona e cocaina nao afetou
a frequéncia cardiaca basal de ratos adultos e adolescentes quando
comparados aos grupos controles, sugerindo que o aumento da presséo
arterial observado nos animais adultos do grupo tratado com testosterona e

cocaina nao ocorreu em decorréncia de possiveis mudancas na frequéncia
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cardiaca desses mesmos animais. Contudo, ratos adultos e adolescentes que
receberam durante 10 dias testosterona e salina, apresentaram diminuicéo da
frequéncia cardiaca (bradicardia) quando comparados com seus respectivos
controles, esse fenbmeno também foi observado em ratos adolescentes que

receberem durante esse mesmo periodo veiculo e cocaina.

A bradicardia de repouso observada em nosso estudo também foi
observada por Beutel et al. (2005) num estudo em que administraram durante 8
semanas estanozolol. Todos os esteroides atravessam a barreira
hematoencefalica e podem agir em regides do sistema nervoso central
relacionadas a regulacdo cardiovascular. Além disso, a expressédo de
receptores de androgénios em regides como o nucleo ambiguo e no nucleo
dorsal motor do vago foram observadas (GORLICK e KELLEY, 1986). Dessa
maneira, a testosterona poderia agir em neurdnios pré — ganglionares vagais
do tronco encefalico e facilitar a atividade parassimpatica cardiaca e assim
promover a bradicardia de repouso observada em nosso estudo. Contudo,
existem evidéncias de que a testosterona facilite a atividade simpatica de ratos

(LARA et al., 1985; KUMAI et al., 1994).

Michels et al. (2006) demonstraram que a exposi¢édo a longo prazo de
cardiomiocitos de ratos a testosterona aumentou o influxo de calcio, sugerindo
que esse hormdnio poderia desempenhar um mecanismo responsavel pelo
aumento de frequéncia cardiaca, contratilidade cardiaca e conducéo
atrioventricular. Contudo, nossos resultados de diminuicdo de frequéncia
cardiaca em ratos tratados com testosterona ndo parecem estar relacionados a

uma acgao direta dessa substancia no coracao.
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Além desses resultados, também observamos que ratos adultos dos
grupos “veiculo-salina”, “testosterona-salina” e “testosterona-cocaina”
apresentaram frequéncia cardiaca menor quando comparados com o0s
respectivos grupos de adolescentes. Dessa maneira, € evidente que ratos
adultos e adolescentes apresentam frequéncias cardiacas basais diferentes e
respostas distintas a testosterona e cocaina. Entretanto, novos estudos sao

necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos nas diferengas entre

funcdes cardiovasculares de ratos adultos e adolescentes.

Os orgaos dos animais tratados durante 10 dias com testosterona (10
mg/kg) e cocaina (20 mg/kg) também foram retirados para analises
histolégicas. Nossos resultados demonstram que ratos adultos e adolescentes
tratados repetidamente com testosterona e cocaina apresentaram células

hepaticas com aspectos normais.

A maioria das disfungdes hepaticas induzidas por EAAs esta associada
a esterdides alquilados na posic¢do 17-a da molécula da testosterona (FRIEDL,
2000; SNYDER, 2001). Essa mudanga da molécula da testosterona tem como
objetivo retardar a metabolizagdo hepatica do esteroide, isso aumenta o tempo
de meia vida e consequentemente o tempo de exposi¢do do organismo aos

seus efeitos (LISE et al., 1999).

A literatura é ampla quanto aos danos hepaticos decorrentes da
administracdo de cocaina (EVANS e HARBISON, 1978; NDIKUM-MOFFOR e
ROBERTS, 2003; SANCHES-OSORIO et al., 2007; KANAYAMA et al., 2009).

Contudo seus mecanismos de acgado ainda nao sao totalmente entendidos,
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sendo necessarios outros estudos para confirmarem o efeito toxico da

combinacgdo de testosterona e cocaina.

Nossos resultados também demonstram que ratos adultos e
adolescentes que foram tratados repetidamente com testosterona
apresentaram rompimento moderado entre as células cardiacas, mas nao
foram encontradas evidencias de fibrose. Dessa maneira, esse espagamento
entre os miocitos poderia ser um indicativo de edema em decorréncia do
tratamento repetido com testosterona. Esses resultados corroboram os
achados por Hassan et al. (2009), que demonstraram que ratos adultos que
receberam undecanoato de testosterona durante 8 semanas (1 injecédo por
semana) apresentaram areas focais de degeneragéo e perda de estriagdo de
tecido cardiaco, além de processo inflamatério no espagamento entre os
midcitos. Observamos que esse espagamento entre as células cardiacas foram
maiores nos ratos tratados com testosterona e cocaina, ficando evidente que a
associacdo dessas duas substancias pode aumentar a ocorréncia de efeitos

adversos no coragédo (TOGNA et al., 2003).

O coragéo possui um sistema especializado que gera e propaga
estimulos elétricos de maneira ritmica e espontanea. Essa propriedade faz com
que as células cardiacas propaguem sinais elétricos ao longo do coracéo,
fazendo com que esse 6rgédo funcione de forma ordenada e ritmica. Essa
sincronia durante a contracao permite o efetivo bombeamento de sangue para
o restante do organismo e, caso isso nao ocorra, parte do 6rgao se contrai
antes da outra, o que prejudica a fungdo de bombeamento do coracéo

(GUYTON and HALL, 2006). Dessa maneira, o espacamento dos midcitos
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encontrado em nosso estudo poderia comprometer a transmissdo de sinal
elétrico ao longo do coragédo, podendo levar a um comprometimento do
bombeamento cardiaco e possivel acumulo de sangue nas camaras cardiacas,

como também observado em nosso estudo.

Além desse espacamento, nossa analise histologica também indicou a
presenga de vasos dilatados em animais tratados com cocaina, além de ter
sido encontrada em maiores quantidades em animais tratados com
testosterona e cocaina. Essa vasodilatacdo pode ser em decorréncia da
necessidade de uma maior demanda de oxigénio e nutrientes pelas células
cardiacas comprometidas. No mesmo sentido, Lange et al. (2001), relataram a
presenga multifatorial de cardiopatologias associadas a administracédo de

cocaina, incluindo vasodilatagao do coracgao.

A administragcdo de testosterona tem sido associada a hipertrofia
cardiaca, principalmente de ventriculo esquerdo (SCHAIBLE et al., 1984;
SCHEUER et al., 1987; MALHOTRA et al.,, 1990; MARSH et al., 1998;
HASSAN et al., 2009). Assim, também avaliamos se o tratamento repetido de

testosterona poderia causar hipertrofia cardiaca.

Observamos aumento da espessura do atrio esquerdo em ratos adultos
tratados com “testosterona-salina” e “testosterona-cocaina” e no atrio direito
nos mesmos ratos adultos tratados com “testosterona-cocaina”. Quanto aos
ventriculos, nossos resultados n&o demonstraram aumento de espessura.
Outros resultados demonstraram o aparecimento de hipertrofia de ventriculo
esquerdo quando EAAs foram administrados repetidamente (MARSH et al.,

1998; THUM and BORLAK, 2002; HASSAN et al., 2009). Entretanto, esses
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resultados podem ser em decorréncia do maior periodo de tratamento e o uso

de EAAs que podem permanecer de seis a oito semanas no organismo.

E interessante ressaltar que nosso estudo demonstrou o
desenvolvimento de um fendmeno que nem sempre é observado — a hipertrofia
de atrios. Esse fenbmeno pode estar relacionado com o aumento de PAM, PAS
e PAD encontrado em nosso estudo, mas seus mecanismos ainda ndo séo
totalmente entendidos. Pode ser que esse achado ocorra em decorréncia da
testosterona também atuar na estimulagédo temporaria da contratilidade atrial
através de um mecanismo direto nos sistemas de contragdo cardiaca

(GIMENO et al., 1963).

Nosso estudo também investigou as alteragdes de enzimas indicadoras
de danos hepaticos nos mesmos animais tratados repetidamente com
testosterona e cocaina. Nossos resultados demonstraram que animais adultos
e adolescentes tratados repetidamente com testosterona e cocaina néo
apresentaram alteragdes nas enzimas que indicam danos hepaticos (ALT, AST
e fosfatase alcalina). Esses resultados s&o coerentes com os encontrados nas

nossas analises patologicas.

Contudo, nossos resultados das enzimas hepaticas possam ser em
decorréncia de termos utilizado testosterona, que é metabolizada rapidamente
pelo figado. Nesse sentido, Welder et al. (1995) e Evans (2004) demonstraram
que EAAs alquilados s&o mais tdxicos aos hepatécitos quando comparados
aos nao alquilados (como a testosterona), demonstrando alteragdes nos niveis

de ALT e AST.



66

Nossos resultados também n&o indicaram alteracbes na enzima que
indica danos cardiacos em ratos adolescentes. Contudo, no caso de ratos
adultos houve uma tendéncia (p<0,06) para o grupo que foi tratado
repetidamente com testosterona e cocaina. Mais uma vez, esse resultado pode
ter sido influenciado pelo fato de termos realizado um tratamento crénico, ja
que a CK-MB é uma enzima que alcanga seu pico 24 horas apdés o dano
cardiaco e retorna aos niveis normais apos 2 ou 3 dias (INFOTEC, Labtest).
Dessa maneira, pode ser que ndo observamos alteragdes nos niveis de CK-MB
em decorréncia de terem ocorrido possiveis danos cardicos ao longo do
tratamento repetido com testosterona e cocaina, sem ser possivel sua

deteccao pelo método utilizado.

Resumindo, em relacao aos niveis de ALT, AST e fosfatase alcalina, ndo
foram observadas alteragbes nos niveis dessas enzimas nem em ratos adultos
e nem em ratos adolescentes. Esses resultados sdo coerentes com as analises
hitopatolégicas, que também n&o indicaram alteracdes morfolégicas e
celulares. Nosso estudo também demonstrou que o tratamento repetido com
administracdes combinadas de testosterona e cocaina durante 10 dias,
apresentaram alteragdes no PAM, PAS e PAD de ratos adultos acompanhada
de alteragbes histopatoldégicas, mas sem alteragbes na CK-MB. Também
observamos que ratos adolescentes apresentaram respostas distintas na FC
frente diferentes tratamentos utilizados, sendo também diferentes quando
comparados aos adultos, indicando uma evidente distincdo de mecanismos
responsaveis pelo controle cardiovascular. Esses animais também

apresentaram alteracdes histopatoldgicas, mas sem alteracdées na CK-MB.
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Dessa maneira, é possivel sugerir uma possivel interacdo entre
testosterona e cocaina com agdes no sistema nervoso central, podendo levar a
neuroadaptacdes e consequente desenvolvimento da dependéncia, e com
acOes periféricas, sendo o sistema cardiovascular o mais acometido por tal

interagao.
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