FACULDADE DE MEDICINA DE MARILIA

JOAO SIMAO DE MELO NETO

EFEITOS DA INTERACAO ENTRE O USO DE ALTAS DOSES DE
DECANOATO DE NANDROLONA E O EXERCICIO RESISTIDO
DURANTE A FASE POS-PUBERE SOBRE A PROSTATA DE
RATOS EM PROCESSO DE ENVELHECIMENTO

MARILIA

2014



Jodo Simao de Melo Neto

Efeitos da interagdo entre o uso de altas doses de Decanoato de Nandrolona e o
exercicio resistido durante a fase pds-pubere sobre a prostata de ratos em processo

de envelhecimento

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina de  Marilia,  Mestrado
Académico em “Saude e
Envelhecimento”, para obtencdo do
titulo de Mestre. Area de concentracio:
Saude e Envelhecimento.

Orientadora: Profa. Dra Raquel Fantin
Domeniconi.

Marilia
2014



Autorizo a reproducéo parcial ou total deste trabalho, para

fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca da Faculdade de Medicina de Marilia

Melo Neto, Jodo Simao

Efeitos da interagao entre o uso de altas doses de decanoato de
nandrolona e o exercicio resistido durante a fase pds-pubere sobre a
prostata de ratos em processo de envelhecimento / Jodo Simdo de Melo
Neto. - - Marilia, 2014.

61f.

Dissertacdo (Mestrado Académico em Saude e Envelhecimento) —
Faculdade de Medicina de Marilia.

1. Neovascularizagao fisioldgica. 2. Prostata. 3. Esteroides. 4.
Anabolizantes. 5. Envelhecimento. 6. Exercicio.




Jodo Simao de Melo Neto

Efeitos da interacdo entre o uso de altas doses de Decanoato de Nandrolona e o

exercicio resistido durante a fase pds-pubere sobre a prostata de ratos em processo de

envelhecimento

Comissao Examinadora:

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina de  Marilia,  Mestrado
Académico em “Saude e
Envelhecimento”, para obtencdo do
titulo de Mestre. Area de concentragio:
Saude e Envelhecimento.

Prof. Dr. Bruno Cesar Schimming

Universidade Estadual Paulista - UNESP

Prof. Dr. Sérgio Pereira

Universidade Estadual Paulista - UNESP

Data de Aprovacéo:




AGRADECIMENTOS

A Profa. Dr. Raquel Fantin Domeniconi, pela orientagdo, dedicacio, apoio,
transmissdo de conhecimentos, experiéncias e constante incentivo durante a realizacdo

deste trabalho.

Em especial, aos meus pais, Valéria e Fabio, companheiros e conselheiros de

sempre.

Aos Professores Dr. Spencer Luiz Marques Payédo e Dr. Agnaldo Bruno Chies,
pelo incentivo constante de pesquisas cientificas e tecnologicas no ambito da pos-

graduacao.

Aos Professores Dr. Wellerson Rodrigo Scarano, Dr. Wagner José Févaro, Dra.

Patricia Fernanda Felipe Pinheiro, pelo apoio durante o transcorrer desta pesquisa.

A Professora Dra. Maria Angélica Spadella Santos pelas sugestdes durante o

exame de qualificacdo.

A todos os meus outros professores da pos-graduacdo que contribuiram com o

conhecimento técnico-cientifico e suas experiéncias.

Aos Médicos e Professores Dr. Dionei Freitas de Morais, Dr. Lélio Carli Batista,

Dr. Ricardo Hideki Yanasse, pelas assisténcias ao longo da pesquisa.

Ao técnico de laboratério Gelson Rodrigues e aos colegas Fabiana de Campos
Gomes, Ana Carolina Prado, Carla de Moraes, pelo auxilio e apoio na concretizacdo

desta dissertagéo.

Ao Doutorando Ivan José Vechetti Junior, pelo auxilio na padronizacdo do

protocolo experimental.

As Secretarias da Pos-graduacio Alessandra, Cristielle e Heloisa, pela

disponibilidade e auxilio no esclarecimento de davidas com relacéo a pos-graduagéo.

A Bibliotecéaria Helena por todo suporte em todos 0s momentos necessario.



As Professoras Maria Olga Fernandes Vasconcelos e Ana Eliza Zuliani Stroppa

Marques, por todo incentivo a pesquisa e apoio durante toda minha trajetéria académica.
Ao0s meus amigos, por dividirem comigo as conquistas e derrotas.
A CAPES e ao Santander Universidades pelo apoio financeiro.

A Deus pela forca e por iluminar os meus caminhos.



RESUMO

O presente trabalho propde investigar os efeitos da interacdo entre o uso abusivo de
Decanoato de Nandrolona (DN) e atividade fisica, na estrutura da prostata de ratos
adultos e envelhecidos. Pretende-se avaliar se 0 uso do DN, associado ou ndo ao
exercicio fisico, em fase pos-pubere, interfere na morfofisiologia do envelhecimento da
préstata. Cinquenta e seis ratos Sprague-Dawley machos com 90 dias de idades foram
distribuidos em oito grupos. Os animais foram tratados durante oito semanas e divididos
em grupos sedentérios ou treinados, com ou sem uso de DN. Quatro grupos foram
sacrificados 48 horas ap6s as oito semanas de experimentacao (grupos adultos) e outros
quatro grupos aos 43 semanas de idade (grupos envelhecidos). A prostata foi coletada e
processada para as analises histolégica e imunoistoquimica para deteccdo da
Aquaporina-1 (AQP1) e do Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF). Tanto
o DN, como a atividade fisica, alteraram a estrutura da prostata ventral de ratos, bem
como a expressdo da AQP1 e do VEGF, em animais jovens e envelhecidos. Assim foi
possivel concluir que o uso do DN, associado ou ndo ao exercicio fisico, em fase pos-

pubere, interfere na morfofisiologia do envelhecimento da préstata.

Palavras-chave: Neovascularizacao fisioldgica. Préstata. Esteroides. Anabolizantes.

Envelhecimento. Exercicio.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the combined effects of exercise and high doses
of ND on the prostate structure of postpubertal and aging rats. It is intended to evaluate
whether ND, with or without exercise in post-pubescent, interferes in the aging prostate
morphophysiology. Eight groups (07 animals each) of male Sprague-Dawley rats, 90
days old, were treated for 8 weeks. The animals were grouped according to the
treatment: sedentary or exercising animals with or without DN. Four animal groups
were euthanized after eight weeks of treatment and the other groups were euthanized
when they are 43 weeks old. The prostate was dissected, removed and processed
according to the histological, immunohistochemistry and Western blotting techniques
for AQP1 and VEGF detection. Both, treatments with ND or the physical activity,
altered the ventral prostate structure, as well as the AQP1 and VEGF expression of
young and aged animals. Thus we concluded that ND with or without physical exercise

in post-pubescent, interferes in the aging prostate morphophysiology.

Key-Words: Neovascularization, physiologic. Prostate. Steroids. Anabolic agents.

Aging. Exercise.
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1 INTRODUCAO

1.1 Préstata

A prostata, € uma glandula acessoria do sistema genital masculino responsavel pela
secrecdo de diversos nutrientes que compdem o liquido seminal e sdo essenciais para a
motilidade e nutricdo dos espermatozoides.! A organizagdo estrutural da préstata é,
significativamente, variavel entre as espécies. Sendo assim, os roedores tém sido amplamente

utilizados como modelos biolégicos para estudos da fisiologia e fisiopatologia da prostata.

Em roedores, a prostata é formada por quatro pares de lobos distintos que envolvem a
uretra na base da bexiga urinaria. Os lobos prostaticos sdo nomeados de acordo com sua
posicdo anatdmica em lobo ventral, lobo lateral, lobo dorsal e lobo anterior ou glandula
coaguladora (Figura 1), sendo que cada lobo contribui com producéo de secrecdo especifica
para 0 sémen.>® O lobo ventral ndo possui homologia direta com a préstata humana, porém,
por ser mais responsivo aos andrégenos, é o lobo mais utilizado em estudos que focam lesdes

prostaticas.’

A organizacdo multilobar da prostata de roedores ndo € observada no homem adulto,
no qual a prdstata apresenta zonas distintas, estreitamente associadas, constituindo um 6rgéo
compacto.” Inicialmente, foram caracterizadas trés zonas glandulares na prostata humana
(Figura 1): a central, a periférica e a de transicdo; e uma regido ndo glandular: o estroma
fibromuscular anterior, todas dispostas ao redor da parte prostatica da uretra.®® Wendell-
Smith™® inclui outra regido glandular, a zona periuretral, que refere-se a menos de 1% do

tecido total da prostata.

De forma geral, a prostata é composta por um conjunto de estruturas tdbulo-
alveolares** que sdo revestidas por epitélio secretor simples, constituido de células epiteliais
secretoras (colunares), células basais e células neuroenddcrinas, apoiadas em uma membrana
basal."? Além disso, Dorkin & Neal® citam as células de transic&o e as Stem Cells. O estroma
da prostata de roedores € delgado quando comparado ao espesso estroma da prostata
humana.*** O estroma prostatico é composto por células e matriz extracelular, além de fatores
de crescimento, moléculas reguladoras e enzimas de remodelacdo. Também integram o
estroma 0svasos sanguineos e linfaticos, nervose células do sistema imune. Estes

componentes atuam de forma coordenada na regulacdo da funcdo das células e na manutencéao



da homeostase geral do tecido.'® Assim, sabe-se que o compartimento estromal desempenha
papel fundamental na regulacdo da proliferacdo e diferenciacdo das células epiteliais e
desequilibrio na interacdo normal entre estroma-epitélio pode levar a prostata a alteracdes

patolégicas, favorecendo a formacéo de lesdes pré-malignas e adenocarcinomas.*®

Figura 1 — Esquema da préstata em humanos (a) e em roedores (b).
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Fonte: Valkenburg & Williams.”
1.2 Prostata e Hormonios

A sintese de andrdégenos € regulada pelo eixo hipotalamo-hipo6fise-gbnada. Assim, o
hipotdlamo libera o horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) para a circulacdo
hipofiséaria que estimula a adenohipdfise a produzir os horménios foliculo estimulante (FSH)
e luteinizante (LH). Estes hormdnios séo liberados na circulagdo sistémica e alcangam 0s
testiculos, onde se ligam a receptores especificos localizados na membrana das células de
Sertoli e de Leydig. O FSH inicia o processo de espermatogénese e 0 LH induz a producéo de
testosterona pelas células de Leydig. De forma geral, os 6rgaos do sistema genital masculino
sdo influenciados por andrdgenos e a prostata € considerada um Orgdo dependente de
andrégeno.*”*8

O desenvolvimento da prostata consiste em sequéncia complexa de eventos que
ocorrem ao longo do desenvolvimento fetal e neonatal e, durante a puberdade. A proliferacao
das células epiteliais, a ramificacdo dos ductos e alguns passos da diferenciacdo celular,

ocorrem durante os periodos fetal e neonatal. Estes processos sdo dependentes de androgenos



que, inicialmente, atuam através do mesénquima. Mais tarde os andrdgenos passam a atuar

diretamente no epitélio glandular.'®

Durante o desenvolvimento da prostata existem dois periodos considerados criticos, o
neonatal e a puberdade, pois nestas fases ocorre um rapido crescimento glandular.?® Os
andrégenos regulam a proliferacdo e a diferenciacdo das células epiteliais,”* bem como a
morte celular programada.??* Os principais andrégenos, envolvidos no desenvolvimento da
préostata, sdo a testosterona e a diidrotestosterona (DHT), as quais agem mediadas por
receptores de andrégeno.?* A testosterona é convertida, pela acdo da 5a-redutase, em DHT, a
qual apresenta maior afinidade pelo receptor de andrégeno, sendo portanto mais ativa.> A
DHT foi considerada 10 vezes mais potente que a testosterona, porque sua dissociacdo do

receptor de andrdgeno é mais lenta.?

Estudos em ratos Norway mostraram que, com 0 avancar da idade, a expressdo do
receptor de andrégeno diminui nas células epiteliais do lobo ventral, mas aumenta nos
lobos laterais e no lobo dorsal. Os autores discutem os resultados baseados no fato do
envelhecimento acarretar a queda dos niveis séricos de testosterona, diminuindo desta
forma, a disponibilidade do hormonio. Estas descobertas sugerem que: 1) a sensibilidade
lobo-especifica ao androgeno pode ser dependente da disponibilidade do horménio, bem
como do seu receptor; 2) os niveis do receptor de androgeno sao regulados diferentemente nos
lobos prostaticos; 3) as atividades horménios-dependentes e independentes podem variar
entre lobos  prostaticos e podem alterar coma idade.”” Desta forma, considerando a
sensibilidade lobo-especifica ao andrégeno, optou-se por estudar o lobo ventral por ser 0 mais
responsivo aos andrégenos e, portanto, o mais utilizado em pesquisas gque envolvam

manipulagéo hormonal.®
1.3 Lesbes Prostaticas

Estudos experimentais tém focado no papel dos hormonios androgénicos e
estrogénicos no desenvolvimento de lesdes prostaticas.’*** Nos seres humanos, a préstata é
acometida por diferentes patologias, dentre estas se destacam a hiperplasia benigna prostatica
(HBP) e o adenocarcinoma prostatico ou cancer de préstata.’? Algumas lesdes prostaticas
como a PIN (Neoplasia Intraepitelial Prostatica) e a PIA (Atrofia Inflamatdria Prolifetativa)
séo consideradas possiveis precursoras do cancer de prostata, e estudos recentes mostram que

a maior parte dos carcinomas prostéticos pode ter inicio a partir da PIN e PIA.3*



A idade é o fator de risco predominante para o desenvolvimento de alteragdes
patoldgicas, na prostata humana. A HBP é uma proliferacdo benigna do epitélio e estroma da
préstata que se desenvolve a partir da quarta década de vida e tem uma prevaléncia de quase
100% a partir da nona década de vida.* A atrofia prostatica é muito comum em homens mais
velhos e o cancer de prostata ou adenocarcinoma prostatico é diagnosticado em até 80% dos
homens a partir dos 80 anos.

A HBP tem origem na zona de transi¢éo da préstata com alteracGes estromais, as quais
secundariamente estimulam o crescimento e a diferenciaco das células epiteliais.** Em geral,
a HBP ¢é caracterizada por um aumento significativo do nimero de células musculares lisas ou
mesmo por um estroma nodular.®® Em contraste, o cancer de préstata é uma doenca epitelial,
que em geral ultrapassa os limites do 6rgdo.”® No cancer de prostata, as células epiteliais
ficam alteradas e, também, forma-se um novo ambiente estromal, denominado
estroma reativo.™® Sabe-se que as células estromais, associadas as células tumorais,
produzem uma variedade de metaloproteinases de matriz que afetam a sinalizacdo estroma-
epitélioe, consequentemente, desencadeiam processos de crescimento, migracdo,
angiogénese, apoptose e metastases prostaticas.”>'® Desta forma, é sugerido que a
progress&o do tumor é co-dependente do compartimento estromal.’®

Acredita-se que o0 crescimento prostatico, na forma de hiperplasia prostatica
benigna ou adenocarcinoma, que ocorre durante o processo de envelhecimento da prdéstata, é
devido ao desequilibrio nas taxas normais de morte celular em comparacao com a proliferacdo
celular. Assim, o foco nédo esta sendo apenas nas taxas aumentadas de proliferacdo celular,
mas também na diminuicao das taxas de morte celular como determinantes para o tamanho do

tumor.?’
1.4 Vascularizacéo

O estroma reativo € um ambiente novo, criado em resposta as alteracdes patolégicas
da préstata, que apresenta aspectos diferentes do estroma normal, como por exemplo,
0 aumento da angiogénese.”> A angiogénese é um processo complexo que envolve a divisdo
das células endoteliais, a degradacdo seletiva das membranas basais vasculares e da matriz
extracelular circundante e a migracdo das células endoteliais (Figura 2).3"*® Algumas

proteinas estdo envolvidas na angiogénese, dentre estas, 0 VEGF*** e a AQP1%".



Figura 2 — Etapas da angiogénese. Fatores angiogénicos estimulam a producdo de proteases, que
degradam a membrana basal perivascular, na sequéncia as células endoteliais migram e proliferam

para formar o tabulo vascular.
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Fonte: Koch & Distler®.

1.4.1 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

O VEGF, fator de crescimento endotelial vascular, € membro de uma familia de
proteinas composta por VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de crescimento
placentario (PLGF).” O VEGF afeta, direta ou indiretamente, as atividades relacionadas ao
processo de angiogénese, portanto, € considerado um fator relevante para estudos
relacionados a este processo.®’*® Apesar de ser considerado importante agente mitogénico
para células endoteliais de artérias, veias e vasos linfaticos, 0 VEGF nédo apresenta atividade

mitogénica, consistente e significativa, para outros tipos celulares.**

O gene do VEGF-A esta organizado em oito éxons, separados por sete introns, sendo
encontradas quatro isoformas, VEGF21, VEGF165, VEGF1g9, VEGF,06, as quais apresentam
121, 165, 189 e 206 aminoacidos, respectivamente. O VEGF liga-se, através de receptores
(VEGFR-1 E VEGFR-2), em locais especificos na superficie das células endoteliais, em

resposta a uma variedade de estimulos, como apresentado na figura 3.2

Estudos recentes enfatizam que o VEGFR-1 tem importante papel na hematopoiese e
no recrutamento de células mononucleares. Porem, a maioria das a¢bes do VEGF esta

relacionada a ativacdo do VEGFR-2, sendo este, portanto, o principal mediador dos efeitos:



mitogénico, angiogénico e de aumento da permeabilidade vascular do VEGF. O VEGF induz
potente resposta angiogénica e possui papel essencial para a angiogénese,” portanto, esta
envolvido, em conjunto com outros polipepitideos, na regulacdo de processos bioldgicos da

glandula prostatica.

Figura 3 — InteracGes entre as diferentes isoformas do VEGF e seus respectivos receptores.
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Fonte: Ferrara et a

Na prostata, o VEGF foi imunolocalizado no apice das células epiteliais dos &cinos e
no endotélio de vasos capilares e vénulas.***® Segundo Jackson, Bentel & Tilley* a presenca
desta proteina no estroma prostatico poderia estar relacionada a inducdo da expressao de
proteases e colagenases intersticiais, as quais influenciariam na degradacdo da matriz

extracelular, colaborando para a formacdo de novos vasos.

A maioria das células do corpo é, potencialmente, capaz de produzir o VEGF, porém a
hipéxia eleva sua produgo.*® Segundo reviséo realizada por Dvorak et al.*® a superexpressdo
do VEGF esta associada a angiogénese em diferentes condigdes patoldgicas e fisioldgicas.

Além disso, o VEGF torna 0s vasos sanguineos, que suprem o0s tumores, altamente



permeaveis para circulacdo de macromoléculas.®® Esta afirmacfio se baseia no fato da
concentracdo de proteinas plasmaticas, bem como a quantidade de liquido no estroma de

tecidos com tumores, serem mais altas quando comparadas ao estroma de tecidos normais.
1.4.2 Aquaporina 1 (AQP1)

Além do VEGF, estudos tém mostrado que a AQP1 também estd envolvida na
angiogénese, particularmente na cicatrizagdo de feridas, na regeneracdo de o6rgdos e,

possivelmente, na propagacéo de tumores.*®

A AQP1, pertence a uma familia de proteinas pequenas “membrane-spanning”, cujos
mondémeros tém de 26 a 34 kDa. Essas proteinas sdo expressas na membrana plasmatica de
células envolvidas no transporte de fluidos. As proteinas dessa familia organizam-se nas
membranas como homotetrameros. Cada mondmero, consiste de seis dominios “membrane-
spanning” o-hélice, com as extremidades carboxi e aminoterminal orientadas para o
citoplasma, contendo um poro de agua distinto (Figura 4). Dois subgrupos tém sido definidos,
aquaporinas AQP1, AQP2, AQP4, AQP5, AQP6 e AQP8 que parecem ser altamente seletivas
a agua, e as aquagliceroporinas AQP3, AQP7 e AQP9 que transportam também glicerol e

outros solutos menores.*’

Figura 4 - Esquema adaptado de Cheidde &Schor*® da estrutura da AQP. Cada isoforma é composta
por cadeia polipeptidica simples com seis dominios que atravessam a membrana e as extremidades

carboxi e amino terminais voltadas para o citoplasma.*®
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A AQP1 esta envolvida no transporte e reabsorcdo de liquidos ao longo do sistema
genital masculino. Esta AQP esta presente nas células endoteliais que circundam os canais
vasculares localizados no espaco intertubular do epididimo; na borda de microvilos e na

membrana basolateral das células ndo ciliadas dos ductos eferentes; na ampola do ducto



deferente, na glandula seminal e na préstata de ratos.”*>> Recentemente, a expressdo dos
genes da AQP1 foi detectada no epitélio secretor da prostata de camundongos, enfatizando o

papel na secrecéo de fluidos prostaticos.”®

A expressdo da AQP1 é elevada em tecidos submetidos & hip6xia,> e o aumento da
AQP1 estimula a migracdo de células endoteliais e angiogénese, independentemente de
processos tumorais.>® Além disso, este canal é um excelente marcador de aumento da
microestrutura vascular para alguns tumores, incluindo o adenocarcinoma prostatico, o que

pode ser uma consequéncia da angiogénese e da necessidade de remover o edema tumoral.*

1.5 Treinamento fisico resistido

Quando a atividade fisica é realizada de forma estruturada, planejada e principalmente
de forma progressiva é denominado treinamento fisico, podendo ser classificado conforme
seu objetivo. O treinamento de resisténcia é realizado com um complemento de carga, seja
esta por peso, massa corporal ou ainda por dispositivos elasticos. Os efeitos do exercicio
depende da dose do treinamento, sendo controlado pela quantidade, frequéncia, duracdo e
intensidade.”” Durante o exercicio resistido o mulsculo deve exercer forca contra uma
resisténcia, com uma carga bem acima da capacidade aerdbica do musculo, sendo entdo de

alta intensidade e curta duracdo, em contraces que levam a fadiga.”®

Conforme revisado por Friedenreich, Neilson & Lynch®®, a atividade fisica promove
reducdo no risco de homens desenvolverem cancer de prdstata, relatando que o exercicio
intenso possivelmente altera os niveis hormonais que estdo associados com a etiologia da
alteracdo patoldgica. Logo, em revisdo narrativa, Hackney'’ discorreu que o exercicio
resistido pode reduzir os niveis de testosterona circulantes. Além disso, Teixeira et al.”

complementaram gue o exercicio resistido pode prevenir doencas que afetam a prostata.

Neste estudo, optou-se por utilizar um protocolo de treinamento fisico resistido, por
ser 0 mais indicado para ganho de massa muscular e o mais utilizado em academias visando

aumentar forca e hipertrofia.
1.6 Esteroide androgénico anabolizante (EAA)

Os esteroides androgénicos anabolizantes (EAA) sdo derivados sintéticos da

testosterona® e estimulam a sintese de proteinas presentes nos musculos estriados



esqueléticos (efeito anabolico). Por este motivo, ha muito tempo estes hormonios sintéticos
tém sido utilizados por atletas e ndo atletas para aumentar a massa muscular, a forgca e/ou

desempenho na prética de atividade fisica.®?

Estes esteroides sao farmacologicamente importantes no tratamento de uma variedade
de disfuncdes, tais como osteoporose,®*®* deficiéncias no crescimento, algumas desordens
sanguineas,® angioedema hereditario, cancer de mama, desnutricdo, anemia refrataria,*® no
tratamento de disfuncdes renais que promovam anemias, hemodialises, e casos de faléncia

I 67-69 70,71
1

rena em portadores de HIV, e em pacientes hipogonadais limitrofes.

No entanto, os EAA vém sendo utilizados sem indicacdo médica e em doses altas por
homens e mulheres, atletas profissionais, atletas recreativos, pré-ptberes e adolescentes.®® Os
individuos utilizam estes compostos em doses supra-fisioldgicas 10 a 100 vezes maiores que
as doses terapéuticas.®* O uso indiscriminado e abusivo de EAA entre adultos e adolescentes
sem fins terapéuticos tem-se tornado um problema de saude publica, despertando a atencao da

comunidade cientifica.

Na atualidade, existe um namero crescente de relatos de abuso de EAA por atletas
ndo-competitivos e, especialmente, por fisioculturistas. De fato, existe uma variedade desses
anabolizantes, sendo auto-administrados e utilizados em doses elevadas. Embora o uso de
EAA esteja associado a efeitos colaterais, 0s efeitos toxicos ap6s administracdo da EAA nédo
s&o notificados pelos individuos e, portanto, ¢ dificil de serem quantificados. E cada vez mais
evidente que o0 abuso esta associado a efeitos adversos graves que afetam os sistemas nervoso

central, cardiovascular, mésculo-esquelético, enddcrino e genital.”

Os EAA podem induzir a algumas altera¢6es subclinicas no eixo hipotdlamo-hipofise-
gbnada. Primariamente, podem reduzir os niveis circulantes da testosterona total e livre, bem
como o0s niveis de hormdnio luteinizantes e,”® ainda, alterar a funcéo reprodutiva masculina
levando a azoospermia e oligozoospermia.”* Além disso, os EAA possuem alguns efeitos

adversos como: atrofia testicular;”® alteracdes no trato urogenital;

alteracdes na qualidade do
esperma’ e na estrutura dos testiculos.”® Ha& outros relatos na literatura que mencionam

alteracBes comportamentais decorrentes do uso de EAA.”’

A acdo dos EAA sintéticos (EAAS), bem como seus metabolitos, em diferentes tecidos

é semelhante & observada pelos androgenos enddgenos. O uso abusivo e sem orientacdo
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médica dos EAAs leva a aumento no interesse por estudos relacionados aos seus efeitos
colaterais que, podem ser desde efeitos psicoldgicos, até alteracdes morfoldgicas em tecidos
alvo, como por exemplo, a glandula prostatica e o possivel papel desses EAA no surgimento

de cancer prostatico.”

O Decanoato de Nandrolona (DN) é um derivado sintético da testosterona®*®’ e ¢ o
EAA mais utilizado entre os atletas, especialmente, do sexo masculino, por apresentar
menores efeitos adversos.®® Poucos estudos na literatura foram encontrados sobre o efeito do
DN na préstata de roedores. Karbalay-Doust & Noorafashan® avaliaram, através de métodos
estereoldgicos, os efeitos do DN na prostata, utilizando doses baixas (abaixo da dose

terapéutica indicada), ainda assim, os resultados demonstraram atrofia prostatica.

Apesar do DN, em altas doses, levar a desregulacdo hormonal e exercer efeitos
colaterais adversos em o0rgdos dependentes de andrdgeno, talvez o uso deste esteroide
associado ao exercicio fisico possa ter menor impacto no organismo. Alguns estudos mostram
que a préatica de atividade fisica pode ser um fator protetor e exercer efeitos diretos sobre a
diminuicdo do risco de cancer na prdstata. Os mecanismos bioldgicos envolvidos estdo
relacionados as alteracBes nos niveis plasmaticos de horménios anabolico-androgénicos
circulantes, no balanco energético, na funcdo imune e nos mecanismos de defesa

antioxidantes.”® Além disso, na literatura especializada, ha trabalhos®®

|.80

que relacionam a
atividade fisica com a angiogénese. Segundo Kraus et al.”” o exercicio fisico agudo aumenta
o0s niveis circulantes do VEGF e estes achados sdo complementados por outros na literatura

que relacionam a atividade fisica com o crescimento capilar.®*
1.7 Justificativa

Os processos de desenvolvimento, proliferacdo e diferenciacdo das células da préstata,
bem como a manutencdo da atividade funcional e da morfologia deste érgdo, sdo regulados
por androgenos. Consequentemente, a queda dos niveis androgénicos, que ocorre com 0
envelhecimento, leva a um desequilibrio hormonal que é determinante no aparecimento de

alteracOes patoldgicas na prostata.

Até o momento, ndo foram completamente compreendidos 0s mecanismos que
determinam a evolucdo das doencas prostaticas. Este fato, leva a necessidade de se estudar

este 6rgdo sob diferentes condi¢cBes hormonais. Provavelmente, as manipulacfes hormonais
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levam & interrupgdo dos processos normais do desenvolvimento da préstata e a consequéncia
destas alteragdes pode acarretar efeitos permanentes nos processos normais do

desenvolvimento e da funcédo da glandula.

Considerando a idade como fator determinante no desenvolvimento de patologias
prostaticas e o fato deste ser um Orgao dependente da acdo de horménios, parece ser
extremamente relevante entender se o uso de esteroides anabolizantes, associados ou n&o ao
exercicio fisico, no periodo de transicao entre a juventude e a fase adulta, alteraria a estrutura
e a micro-vascularizacdo da prostata ventral durante o processo de envelhecimento. A
linhagem de ratos Sprague-Dawley € especialmente utilizada em pesquisas biologicas
relacionadas ao envelhecimento e ao cancer, por este motivo foi considerada adequada como

modelo experimental para este estudo.
2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo avaliar se 0 uso do EAA, associados ou ndo ao
exercicio fisico resistido, em fase pos-pubere, interfere na morfofisiologia do envelhecimento

da prostata.

Para tanto, ap6s o periodo experimental, pretende-se investigar se a atividade fisica
resistida e/ou 0 EAA levam a alteraces na estrutura geral da préstata, com énfase no estroma
prostatico; e, na expressdo das proteinas AQP1 e VEGF na prostata de animais adultos e

envelhecidos.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para este estudo foram utilizados 56 ratos machos, virgens, da linhagem Sprague-
Dawley, obtidos no Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB/ UNICAMP). Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Anatomia, IBB-UNESP, Botucatu, em gaiolas plasticas (30x16x19 cm) com
um anico animal por gaiola, foram alimentados com dieta comum solida (racdo Nuvilab) e
agua ad libitum, e mantidos sob condi¢6es adequadas de luminosidade (ciclo claro/escuro 12

horas) e temperatura (23 a 25°C).

Todo o experimento e os procedimentos cirdrgicos deste trabalho foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do IBB/UNESP, sob o protocolo n° 385 (ANEXO
A). A pesquisa foi realizada ap6s a aprovagdo desta Comissdo e de acordo com 0s principios
éticos em pesquisa animal adotado pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL).

3.1Grupos experimentais

Os animais foram divididos em oito grupos experimentais (07 animais cada), sendo 04
grupos adultos, sacrificados com 21 semanas de idade e outros 04 grupos envelhecidos,
sacrificados com 43 semanas de idade, dispostos em (Figura 5):

e SV;: Grupo controle adulto, sedentarios, que ndo fizeram uso de esteroide.

e SV;,: Grupo controle envelhecido, sedentérios, que ndo fizeram uso de esteroide.
e SD;: Grupo adulto, sedentarios, que fizeram uso de esteroide.

e SD,: Grupo envelhecido, sedentarios, que fizeram uso de esteroide.

e EV;: Grupo adulto, submetidos ao exercicio fisico, sem uso de esteroide.

e EV,: Grupo envelhecido, submetidos ao exercicio fisico, sem uso de esteroide.

e ED;: Grupo adulto, submetidos ao exercicio fisico, que fizeram uso de esteroide.

e ED,: Grupo envelhecido, submetidos ao exercicio fisico, que fizeram uso de esteroide.



13

Figura 5 - Disposicao dos grupos experimentais.
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Os grupos SD1, EDy, SD,, ED, receberam injecdes intramusculares (i.m.) de esteroide
anabolizante androgénico, Decanoato de Nandrolona, que foram aplicadas 10 mg/kg/semana

conforme protocolo realizado por Shokri et al.%

, sendo dispostas em 5mg/Kg peso corpéreo
de Deca Durabolin®, duas vezes por semana, ao longo de 07 semanas. Esta dosagem, segundo
Pope & Katz®, equivale & dose abusiva administrada por atletas, ou seja, 10 a 100 vezes
maior que a dose terapéutica. Os grupos SVi, EVi, SV,, EV; receberam injecBes i.m. de
veiculo (0,2 mL/Kg peso corpoéreo de propilenoglicol), duas vezes por semana, apds contato

com &gua rasa.
3.2 Treinamento fisico resistido através de saltos em meio liquido

Os animais dos grupos exercitados foram submetidos a treinamento fisico com sessfes
de saltos em cilindro de PVC, contendo 4gua a 30°C® a uma profundidade de 38 cm, durante
oito semanas consecutivas. Na primeira semana, 0s ratos dos grupos treinados passaram por
periodo de adaptacdo ao exercicio fisico em meio liquido. Neste periodo, os animais foram

colocados em contato com a agua e submetidos a séries progressivas de saltos.
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Ap0s a adaptacdo, os animais realizaram quatro séries com 10 saltos, intervaladas por
60 segundos, com sobrecarga progressiva, de 50% (segunda e terceira semana), 60% (quarta e
quinta semana) e 70% (sexta, sétima e oitava semana) do peso corporal, trés vezes por semana
(Tabela 1). A sobrecarga de peso foi colocada na regido ventral do térax dos animais por meio

de um colete (Figura 6).

Tabela 1 - Protocolo de treinamento fisico resistido.

Dia de treinamento Treinamento — Sobrecarga

(% Peso corporal)

1° Contato com agua rasa

2° Natacdo por 10 min. sem carga

3° 02 séries de 05 saltos (50%)

40 04 séries de 05 saltos (50%)

50 04 séries de 09 saltos (50%)
6° ao 20° 04 séries de 10 saltos (50%)
21° a0 35° 04 séries de 10 saltos (60%)
36° ao 54° 04 séries de 10 saltos (70%)

Figura 6 - Etapas do treinamento. A) colete adaptado com peso. B) animal com o colete e 0 peso
localizado na regido ventral do tronco. C) inicio do treinamento. D) animal sobre escada pos-série de

treinamento. E) secagem do rato com toalha de algodéo. F) periodo de aquecimento.
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Durante todo o periodo de treinamento fisico, os animais pertencentes aos grupos
sedentérios, SVi, SD;, SV; e SD,, que ndo realizaram treinamento fisico, foram colocados em
uma caixa com agua rasa, também a 30°C, de forma que ndo precisassem saltar, apenas para
serem submetidos ao contato com a dgua. Apos cada sessdo de treinamento fisico, os animais
foram secos com toalha de algoddo e mantidos aquecidos por 30 minutos. Apés esse intervalo

0s ratos retornaram as caixas com racgao e agua ad libitum.

Vale ressaltar que o periodo de sete semanas estabelecido para as aplicacbes de
injecOes de decanoato de nandrolona, bem como para o treinamento fisico, foram definidos
respeitando-se o periodo suficiente para que ocorra uma espermatogénese, a qual varia de 48-
56 dias.®>® Assim, este periodo foi considerado suficiente para possiveis repercussdes no

eixo hipotalamo-hipofise-testiculo.

Durante todo o experimento, os animais foram pesados semanalmente para verificar
possiveis alteracbes no peso corpdreo (peso do inicio do experimento — peso no final do

experimento).
3.3 Processamento do material

Apbds 48 horas®™ da Gltima sessdo de saltos, os ratos pertencentes aos grupos
experimentais SV;, SD;, EV; e ED; foram sacrificados para compor o grupo dos adultos. Os
ratos dos grupos SV, SD,, EV, e ED, foram sacrificados apds 43 semanas, para compor o
grupo de animais envelhecidos. Para eutanasia, os animais foram colocados em camera de
CO, e, na sequencia, decapitados em guilhotina. O complexo prostatico dos ratos (uretra +
tecido prostatico associado) e outros 6rgdos, dependentes de andrégeno, do sistema genital
(testiculo, epididimo, gordura epididimaria) foram coletados e pesados, para verificar

possiveis alteracdes no eixo hipotalamo-hipdfise-gbnada.

Em seguida, os lobos ventrais das prostatas foram dissecados, divididos e destinados
parte para congelamento e outra parte para fixador histoldgico, sendo processados para rotina
das técnicas histoldgicas, imunoistoquimica e Western blotting. As amostras destinadas ao
estudo histologico e de imunoistoquimica foram pré-fixadas em formol tamponado a 10%, o
qual foi constantemente gotejado sobre os tecidos. Apds a pré-fixacdo, os fragmentos de
tecidos foram imersos no liquido fixador por 24 horas, lavados em agua corrente e colocados

em alcool 70%. Na sequencia, foram submetidos as rotinas para inclusdo em paraplastico
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(Paraplast Plus, ST. Louis, MO, USA) e microtomia (4um de espessura). Para os estudos de
Western Blotting, as amostras foram congeladas e armazenadas em Freezer — 80°C até o

momento de serem submetidas a rotina.

3.4 Morfologia e Morfometria

Os cortes histologicos destinados a analise morfoldgica e morfométrica, foram
submetidos as coloragdes: Reticulina de Gomori (para investigar as fibras reticulares) e
Tricrémico de Masson (para coldgeno geral). Para a andlise estereoldgica foram utilizadas
duas laminas, coradas com Tricromico de Masson, obtidas dos cinco animais de cada grupo
experimental. Através do programa de andlise de imagens AxioVision (Zeiss) foi feita captura
de 36 campos (200x) histolégicos de cada animal e as imagens seguiram para analise

morfométrico-estereoldgica.

3.5 Imunoistoquimica

Cortes desparafinizados foram submetidos a recuperacdo da atividade antigénica em
tampdo citrato de sodio, no microondas, em seguida, foi realizado bloqueio da peroxidase
enddgena do tecido e blogueio proteico pré-primario. O material foi incubado com anticorpos
policlonais anti-AQP1 (AB 2219, Chemicon-Millipore, USA, 1:300) e anti-VEGF (ab 46154,
ABCAM, 1:100), overnight. Apés lavagem em PBS, os cortes foram incubados, em anticorpo
secundario diluido (A0545 Sigma, USA) 1:70 por 1 hora a 37°C, e seguiram para outra
lavagem e revelacdo com Diaminobenzidina (DAB). As laminas foram montadas com

laminulas e em sequéncia observadas e analisadas.

3.6 Western blotting

Para o processamento da eletroforese, as amostras obtidas foram homogeneizadas em
tampé&o de extracdo contendo Tris 0,05M pH 7,5, Triton X100, NaCl e inibidores (proporgéo
de 30 mg de tecido/100ul de tampdo de extracdo). Os homogenatos obtidos foram
centrifugados e o0s sobrenadantes resultantes solubilizados e aplicados em gel SDS-
poliacrilamida a 12%. Apds a eletroforese, os “spots” correspondentes as proteinas foram
eletrotransferidos para uma membrana imobilizadora. Em seguida, a membrana foi bloqueada
por 1 hora em BSA (5%) e incubada overnight com os anticorpos policlonais anti-AQP1(AB
2219, Chemicon-Millipore, USA), anti-VEGF (ab 46154, ABCAM) e anti-B-actina

(orb10033, Biorbyt), diluidos 1:250. A membrana foi lavada e incubada com o anticorpo
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secundario conjugado a peroxidase (Sigma), durante uma hora. Apés a lavagem, a reacao foi
revelada utilizando-se substrato DAB, entdo as membranas foram escaneadas e analisadas.

3.7 Analise dos Resultados

As laminas obtidas a partir das rotinas histolégica e imunoistoquimica, foram
analisadas e fotografadas em fotomicroscopio Axiophot — 2 com camera digital, modelo
AxioCam HR, Zeiss do Departamento de Anatomia, Instituto de Biociéncias — UNESP -
Campus de Botucatu.

As fibras de colagenos, visualizadas por meio das coloracdes Reticulina de Gomori e
Tricrdbmico de Masson, foram analisadas e classificadas de acordo com a intensidade da
reacdo em forte (+++), moderado (++) e fraco (+).

Para a anélise morfométrico-estereoldgica descrita por Weibel® foi utilizado uma
grade de 168 pontos sobre as imagens fotografadas da coloragdo de Tricromico de Masson.
Desta forma, foi obtido o volume relativo (%) do epitélio, do estroma e do limen da prostata
nos diferentes grupos experimentais. Foi utilizado para esta analise o software ImageJ 1.47,
versdo para Windows (National Institutes of Health, United States Code, USA), seguida por

analise estatistica.

As laminas resultantes das rotinas de imunoistoquimica foram observadas, visando
imunolocalizar as proteinas AQP1 e VGEF nos diferentes grupos experimentais. Com o
objetivo de confirmar a reacdo especifica e a eficiéncia da técnica e dos reagentes
empregados, foram realizados controles negativo e positivo.

A quantificacdo dos resultados obtidos em Western Blotting foi realizada por meio de
analise semiquantitativa de densitometria das bandas, realizada pelo software ImageJ 1.47,
versdo para Windows (National Institutes of Health, United States Code, USA), seguida por
analise estatistica. Para normalizacdo da leitura de intensidade da marcacdo da banda, foi

utilizada a p-actina.

3.8 Analise Estatistica

Para analise estatistica dos dados estereoldgicos da préstata, bem como do peso dos
orgdos e da quantificacdo das bandas obtidas pelo Western blotting, foi utilizada anélise de

variancia - ANOVA, seguida pelo teste de Tuckey-Kramer. As diferencas foram consideradas
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estatisticamente significativas quando p < 0,05. Todos os grupos foram comparados com seus
respectivos controles, SV; e SV, 0s demais grupos foram comparados sempre que
apresentavam variavel em comum. A analise estatistica foi realizada no programa Instat
(versdo 3.0; GraphPad, Inc., San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Peso corporeo e de 6rgdos do sistema genital

O peso corpoéreo final dos animais que fizeram uso de DN foi menor em relacdo ao
peso inicial, apenas nos grupos de animais adultos, ou seja, aqueles que foram sacrificados 48
horas ap6s as oito semanas de experimento. Assim, o DN determinou a perda de peso

corporeo nestes grupos de animais (Tabela 2).

Em contrapartida, nestes mesmos grupos, o peso relativo da préstata ventral foi maior
nos animais que fizeram uso de DN. O peso do epididimo ndo diferiu entre os grupos
experimentais. Ja os testiculos apresentaram reducdo de peso nos grupos EV1 e ED1, apesar
de ndo apresentarem diferencas nos pesos relativos, e foi observada tendéncia na reducéo do
peso em SD1. Em relacdo ao peso da gordura epididimaria relativa, foi menor no grupo de
animais adultos que fizeram uso de DN (Tabela 2).

Entre os grupos de animais envelhecidos, ou seja, sacrificados com 43 semanas de
idade, ndo houve diferenca, estatisticamente significativa, para o peso corp6reo ou dos 6rgaos

avaliados e para o peso da gordura epididimaria (Tabela 2).
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Tabela 2 - Média e desvio padrdo do ganho ou perda de massa corporea e dos 6rgdos do sistema genital masculino nos grupos experimentais. Os simbolos

representam diferenca significativa com p < 0.05, por meio de andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey-Kramer, sendo “*” em comparagdo ao

respectivo controle, e “#” em comparagdo a variavel em comum. “S” representa grupos sedentarios; “E” exercicio; “D” uso de Decanoato de Nandrolona; “V”

uso de veiculo; “1” animais eutanasiados adultos; “2” eutanasiados ao longo do processo de envelhecimento.

SV, SD; EV, ED, SV, SD; EV, ED,
Peso Corporal (g) 52.9+8.0 -6.4 £3.7* 29.3+6.4" -186+£7.7* 196.4 £22.8 182.9+£20.8 166.4 + 17.7 142.1+ 9.0
Peso Prostata ventral (g) 0.71 +£0.04 0.97 £ 0.05* 0.48 +0.06" 1.03 £0.07* 0.79 £ 0.05 0.76 + 0.06 0.76 £ 0.08 1.02£0.13
Peso Relativo Prostata ventral (%6) 0.13+0.01 0.20 £0.01* 0.10 +0.01* 0.24 +0.02* 0.13+0.01 0.13+0.01 0.13+0.01 0.18 £0.02
Peso Testiculo direito (g) 1.98 £0.03 1.76 £ 0.04 1.67 £0.08* 1.69 £0.07* 1.93+£0.07 1,88 £0.05 1.90 £ 0.19 1.70 £0.19
Peso Relativo Testiculo direito (%) 0.37 £0.01 0.36 +0.02 0.34+0.02 0.39+£0.02 0.31+0.02 0.33+0.01 0.33+£0.02 0.31+0.04
Peso epididimo direito (g) 0.69+0.01 0.66 +0.01 0.59 +£0.05 0.60 +0.02 0.77+0.03 0.73+0.01 0.72+0.03 0.74 £ 0.06
Peso relativo epididimo direito (%) 0.13+0.003 0.14 +£0.005 0.12+£0.01 0.14 +0.03 0.12 +£0.01 0.13+0.004 0.12 +0.004 0.13+0.01
Peso gordura epididiméria (g) 7.93 £0.47 5.42 +0.34* 6.72+1.73" 3.89 £0.30* 14.1 £1.96 11.19+£1.19 11.53 +£2.00 9.06 +0.53
Peso Relativo da gordura epididimaria 1.48 +0.07 1.12+0.08 1.37+0.18% 0.88 + 0.06* 2.25+0.29 1.95+0.17 1.94+£0.29 1.63£0.09

(%)
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4.2 Estereologia

Os grupos de animais adultos submetidos a atividade fisica, com ou sem o uso de DN,
e 0s animais sedentarios que foram tratados com DN, apresentaram atrofia no epitélio se
comparados ao grupo controle, tendo sido mais acentuada no grupo que ingeriu DN sem a

pratica de atividade fisica (Tabela 3).

Quando analisados os animais envelhecidos, os grupos que fizeram uso de DN,
independentemente da préatica de atividade fisica, mostraram hipertrofia epitelial em relagédo
ao grupo controle, porém esta hipertrofia foi mais acentuada no grupo de animais que nédo
praticou atividade fisica. Em contrapartida, 0 grupo de animais exercitados, que ndo foi
tratado com DN, apresentou atrofia do epitélio em relagdo ao controle (Tabela 3).

Em relacdo ao volume do estroma, apresentou-se aumentado nos dois grupos de
animais adultos que praticaram atividade fisica, quando comparados ao controle. Ja entre 0s
animais envelhecidos, este aumento no volume do estroma foi revertido no grupo que fez uso
de DN. O volume relativo do Iimen prostatico apresentou-se diminuido nos grupos SD2 e

EV2 em relacdo ao grupo controle (Tabela 3).
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Tabela 3 — Média e desvio padrdo da porcentagem (%) dos volumes relativos do epitélio, do estroma e
do limen da préstata ventral dos grupos experimentais, SV, SD, EV e ED. * = comparacdo dos
grupos tratados com o controle; # = comparacdo entre grupos que apresentam variavel

comum; p<0,05.

Volume relativode  Volume relativodo  Volume relativo do

Grupos

epitélio (%) estroma (%) [imen (%)

SV, 16.38 + 1.46 23.04 £ 2.57 60.60 + 3.79
§ SD, 12.96 + 2.08*" 24.21+2.25 62.84 + 4.25
g' EV, 14.37 + 2.00* 24.87 £ 2.91* 60.76 + 3.95
< ED, 13.99 + 1.15* 24.66 + 3.63* 61.36 + 3.52
2 SV, 13.33+1.43 23.03 +4.20 63.63+4.78
§ SD, 17.56 + 3.15*" 23.41 £3.09 59.03 £ 4.27*
é EV, 12.21 + 1.54** 29.19 + 2.45*" 58.60 + 2.36*"
% ED, 14.25 + 0.84* 23.64 +1.77 62.11 + 2.24
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4.3 Fibras de colageno

A analise de nossos dados mostrou que o DN leva ao aumento de fibras de colageno

geral, tanto nos grupos adultos, quanto durante o processo de envelhecimento (Figura 7).

A gquantidade de fibras reticulares, bem como o coladgeno geral, aumentou nos grupos
adultos que fizeram uso de DN. Ja, para os animais envelhecidos, foi observada redugdo na
quantidade de fibras reticulares em todos os grupos (SD,, EV, e ED;) quando comparados aos
animais do grupo controle (SV,) (Figura 8).

A intensidade da reacdo, para ambas as coloracdes, estd exposta na tabela 4.

Tabela 4 — Analise semiquantitativa das fibras de colagenos na prostata ventral de ratos adultos (SV4,
SDy, EV4, EDy) e envelhecidos (SV,, SD,, EV,, ED,).

Svi SDiy EV: ED; | SV SD; EV, ED;

Tricromico de Masson ++ .+ | ++ + +++

Reticulina de Gomori + ++ + ++ +++ + + ++




24

Figura 7 — Lobo ventral da prostata de ratos adultos (A, B, C, D) e envelhecidos (E, F, G, H). As setas
indicam as fibras de coldgeno esverdeadas. Tricromico de Masson. LU- Lumen; EP — Epitélio; ES —
Estroma. Barra = 10um.

ADULTOS ENVELHECIDOS

SV--
Sl)--
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Figura 8 - Lobo ventral da prostata de ratos adultos (A, B, C, D) e envelhecidos (E, F, G, H). Os
asteriscos indicam as fibras de colageno tipo | e as setas indicam as fibras reticulares. Reticulina
de Gomori. LU- Lumen; EP — Epitélio; ES — Estroma. Barra: 10pum.

ADULTOS ENVELHECIDOS
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4.4 Imunoistoquimica

A Aquaporina-1 foi imunolocalizada nos vasos sanguineos e musculos liso ao redor do
epitélio prostatico de todos os grupos estudados (Figura 9). O VEGF foi localizado na regido
apical do epitélio dos &cinos, nos capilares e vasos sanguineos, além de ter sido fracamente

marcado no estroma prostatico (Figura 10).



Figura 9 - Imunolocalizagdo da AQP1 na prdstata ventral de ratos adultos (B, C, D, E),
envelhecidos (F, G, H, I) e no rim (A) de rato adulto, utilizado como controle positivo. A AQP1 foi

localizada na regido basal do epitélio prostatico (cabeca de seta) e no endotélio de canais vasculares

no estroma da prdstata (seta). LU- Lumen; EP — Epitélio; ES - Estroma. Barra: 10um.

ADULTOS ENVELHECIDOS

SV

) - -
ED . -
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Figura 10 — Imunolocalizacdo do VEGF na prostata ventral de ratos adultos (B, C, D, E) e
envelhecidos (F, G, H, I) e controle negativo (A). O VEGF foi localizado no &pice das células

epiteliais prostaticas (seta) e no endotélio de vasos sanguineos no estroma da prostata (cabeca de
seta). LU- Lamen; EP — Epitélio; ES - Estroma. Barra: 10um.
ADULTOS ENVELHECIDOS
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4.5 Western blotting

A expressdo da AQP1 e VEGF foi maior nos animais adultos submetidos ao
treinamento fisico resistido (EV1) e, ao longo do processo de envelhecimento, ndo foram

encontradas altera¢fes na expressdo destas proteinas (Figura 11).

Figura 11 — Analise quantitativa da expressdo da AQP1 e VEGF, por Western Blotting, na préstata ventral de
ratos adultos (SV., SDy, EV4, ED,) e envelhecidos (SV,, SD,, EV,, ED,).

SV, SD, EV; ED; SV, SD, EV, ED,
AQP1 " - (28kDa)
e B e — - (43kDa)
B-acting e s bu— — St W W oy (42KkDa)

1.6+

<
=4 ®
2% =]
@ = +~
L= 5
- <
S & 0.8 &
< 2 ™ S
& = 0]
o O
= g
= 2
&
- . -
T T

SD, EV, ED, Svi SD1 EVi  ED SV2  SD2 EV: EDz

SV, SD, EV, ED, SV,

3 ADULTOS & ENVELHECIDOS adultos EE envelhecidos

* = comparagdo dos grupos tratados com o controle; # = comparagao entre grupos que apresentam variavel comum; p<0,05.
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5 DISCUSSAO

5.1 Peso corporeo e de érgaos do sistema genital

Os grupos de animais adultos, tratados com DN, perderam peso corpdreo quando
comparados ao grupo controle, esses dados concordam com resultados previamente descritos,
para altas doses de DN.?"® Ha relatos na literatura que descrevem o efeito do DN como sendo
dependente da dose administrada, assim, 0 uso de esteroides em baixas doses leva ao ganho
de peso corpéreo.*® Os mecanismos envolvidos na reducdo do peso corpéreo, por doses
suprafisiologicas de EAA, estariam relacionados a reducdo da producdo de testosterona
endOgena, a excessiva conversdo de testosterona em estradiol, bem como ao aumento da
oxidacao lipidica.”*2

O presente estudo mostrou que o tratamento com DN foi determinante para o aumento
do peso da prostata ventral, nos animais adultos. Resultados semelhantes foram relatados para
ratos hipertensivos tratados com DN.2® Segundo Takahashi et al.”*, foi possivel observar
hipertrofia prostatica nos niveis macro e microscopicos tanto em ratos que receberam
associagdo de diferentes EAAs como em ratos que foram tratados apenas com DN (8,33 x 107
mg/g). Em contraste, Karbalay-Doust & Noorafshan®® verificaram reducéo no peso e no
volume da prostata apos 14 semanas de uso do DN (3 mg/kg). Talvez esta discrepancia possa

estar relacionada com diferencas no periodo e dose da administracdo do DN.

E conhecido que os andrégenos regulam a proliferacio, a diferenciacdo e a morte
programada das células epiteliais prostaticas.?**® Os principais andrégenos, envolvidos no
desenvolvimento da prostata, sdo a testosterona e a diidrotestosterona (DHT), as quais agem
mediadas por receptores de andrégeno.?* Desta forma, tendo em vista que a préstata é um
6rgdo dependente de andrégeno e que o lobo ventral € o mais responsivo a variacGes
hormonais, alteracdes na estrutura da prostata sdo esperadas para animais submetidos a

tratamento hormonal.

As diferencas no peso dos testiculos observadas neste trabalho, também foram
descritas por Shokri et al.%. Os autores discutiram que o uso de andrégenos exdgenos suprime
0s niveis dos hormonios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante, oriundos da hipdfise, os
quais apresentam efeitos sobre o desenvolvimento dos testiculos. Os andrdgenos exdgenos

exercem efeito feedback negativo no eixo hipotalamo-hipofise-gbnada que resultam na
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supressao da testosterona enddgena, assim, a queda nos niveis intratesticulares de testosterona

leva a atrofia testicular.®*

Além do uso do DN, também a atividade fisica reduziu o peso dos testiculos. Alguns
autores sugerem que, durante o exercicio fisico, o fluxo de sangue para os testiculos é
reduzido, esta reducdo leva a queda dos niveis de secrecdo da testosterona, consequentemente,

afeta a estrutura dos testiculos.’

O presente trabalho mostrou reducdo do peso da gordura epididimaria nos animais
adultos que fizeram uso de DN. Relatos anteriores mostraram que a gordura abdominal € alvo
de andrégenos administrados e que ha alteracdo no peso desta gordura quando animais sao
tratados com andrégenos.” Sabe-se que os adipécitos apresentam receptores de andrégenos®
e que ha relagdo entre a producéo de tecido adiposo e os andrégenos.” No entanto, ndo foi
encontrada, na literatura ao alcance, justificativa para a reducdo da gordura abdominal.
Segundo nossos dados, a reducdo do peso da gordura epididimaria esta diretamente

relacionada a reducdo do peso corporeo dos animais.

Entre os grupos de animais envelhecidos, ndo houve diferenca, significativa, para o
peso corpdreo ou dos Orgdos avaliados e para 0 peso da gordura epididimaria. Para estes
parametros avaliados, o tempo de interrupgéo dos treinamentos e da administracdo de DN foi
suficiente para reverter as alteracdes observadas nos animais sacrificados 48 horas apds o
periodo de experimentacao.

5.2 Estereologia

As analises estereoldgicas evidenciaram diferencas estruturais na prostata ventral de
animais submetidos aos diferentes tratamentos. Tanto a atividade fisica como a
suplementacdo hormonal alteram os niveis de andrégeno circulantes, levando ao desequilibrio
na homeostasia do 6rgdo, a atividade fisica devido ao feedback negativo no eixo hipotalamo-
hipofise -gbnada que altera a producéo de testosterona testicular®® e o DN devido ao aumento

do nivel de androgeno circulante, que influencia na proliferacéo celular.”"%8

A atrofia observada no epitélio dos animais adultos submetidos aos tratamentos,
também foi relatada por Karbalay-Coust & Noorafshan®® para animais tratados com DN.

Segundo os autores, esses resultados s&o atribuidos a vias distintas de acdo dos androgenos
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nos tecidos prostaticos. Aparentemente, houve mecanismo compensatorio para o volume do

estroma, o qual se mostrou aumentado nos animais exercitados.

Os animais envelhecidos, que fizeram uso de DN na juventude, apresentaram
hipertrofia epitelial em relaco ao grupo controle. Segundo nossos dados, a atividade fisica
atenuou esta hipertrofia epitelial quando foi associada ao tratamento hormonal. J& os animais
submetidos a atividade fisica apenas, sem uso de DN, apresentaram atrofia epitelial. Bem
como nos animais adultos, a atividade fisica parece ter influenciado no aumento do volume do
estroma, porém, durante o processo de envelhecimento, o aumento no volume do estroma foi

revertido no grupo que fez uso de DN.

A diminuicdo do volume relativo do Iimen prostatico nos grupos SD, e EV, parece

estar relacionada a compensacgao dos aumentos do volume do epitélio ou do estroma.
5.3 Fibras de colageno

Baseado em nossos resultados, o esteroide leva ao aumento de fibras de colageno, no
estroma da proéstata, tanto nos grupos adultos, quanto durante o processo de envelhecimento.
Em trabalho prévio, Goncalvez et al.** mostrou tendéncia de aumento na sintese de colageno
no estroma da prostata ventral de gerbilos submetidos ao tratamento com andrdgenos. As
fibras de colageno parecem ser fator determinante em processos patoldgicos, visto que sua

fragmentac&o resulta em aumento do stress oxidativo e de infiltrados inflamatérios.®

Alguns trabalhos indicam possivel relacdo entre estes componentes da matriz
extracelular com processos de angiogénese. Assim, as fibras de colageno estariam envolvidas

na migracao e agrupamento celular para formagéo de novos vasos sanguineos. %2

Apos inibir o fator de transformacéo do crescimento-f3 (TGF-B) na prostata, Tuxhorn

et al.'%

, observaram reducdo do numero e da densidade dos vasos sanguineos. O TGF-B,
importante mediador do processo de reparacdo e na diferenciacdo de fibroblastos, apresenta-
se aumentado no estroma reativo, este fator promove a sintese de colageno e apresenta papel
importante na angiogénese.'®'® Desta forma, o aumento das fibras de colagenos esta
associado com o0 aumento da angiogénese, principalmente com a producdo de fator

proangiogénico (VEGF).
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5.4 AQP1 e VEGF

A AQP1 apresentou padrdo de localizacdo semelhante em todos 0s grupos
experimentais, tendo sido observada nos vasos € muasculo liso ao redor do epitélio prostatico,

semelhante aos resultados descritos na literatura®1%,

Em relacdo ao VEGF, a imunoistoquimica mostrou que este fator esta localizado na
regido apical do epitélio dos acinos, nos capilares e vasos da prostata, estes dados estdo de
acordo com estudos prévios™*°. O papel do VEGF no estroma da prostata ainda n&o foi
elucidado, entretanto foi sugerido, para outros tecidos, que o VEGF, no estroma, induz a
expressao de proteases e colagenases intersticiais que influenciariam a degradacao de matriz

extracelular, contribuindo para a formacao de novos vasos.*

Nossos dados mostraram que o treinamento fisico resistido, sem administracdo de DN,
aumentou a expressdo da AQP1 e do VEGF em animais adultos. Estes resultados sugerem
que, o exercicio fisico levou a reducdo do fluxo sanguineo na prostata, bem como é relatado
para outros 6rgdos do sistema genital masculino®’. Esta diminuicdo do fluxo sanguineo
originou um ambiente com niveis reduzidos de oxigénio que foi responsavel pela inducéo da
expressdo da AQP1 e do VEGF. Trabalhos anteriores®*'% demonstraram que a hipéxia leva a
inducdo da expressédo da AQP1 e do VEGF.

Também ha relacdo entre a expressdo da AQP1 e do VEGF na angiogénese tumoral.

Segundo Saadoum et al.*®

, @ AQP1 estimula a migracdo de células endoteliais e é fundamental
para atrair fatores indutores de angiogénese. Os autores descreveram que a auséncia da AQP1,
em camundongos geneticamente modificados, reduziu a formacdo de vasos e 0
desenvolvimento do tumor implantado. No entanto, estes animais tiveram desenvolvimento
normal sem problemas aparentes de vasculariza¢do. Desta forma, conforme revisado por
Clapp & Escalera™, fica claro que os mecanismos responsaveis pela angiogénese normal, s&o
diferentes dos mecanismos envolvidos na angiogénese tumoral. Os autores sugerem que a
AQP1 passa por alteracBes durante o processo de neovascularizagdo patoldgica e assim,

contribui para a formag&o de vasos tumorais com fen6tipo anormal.

No entanto, em nosso trabalho, a correlacdo encontrada entre 0 aumento da expresséo
da AQP1 e do VEGF, nos animais adultos, provavelmente seja explicada pela hipoxia causada

pela atividade fisica, e ndo como consequéncia de um processo tumoral, tendo sido
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considerada uma angiogénese normal. Pois é conhecido que a AQP1 pode estimular a
migracao de células endoteliais e a angiogénese, independentemente, de processos tumorais,™

assim como o VEGF.

Durante o processo de envelhecimento, os niveis de expressdo da AQP1 e VEGF
foram reestabelecidos para proximo do nivel do grupo controle. Entretanto, observou-se que
durante o envelhecimento os niveis de AQP1 e VEGF aumentam naturalmente no grupo
controle (SV, comparado a SV5). Montico et al.*" mostraram resultado similar na expressdo
de VEGF em ratos com 300 dias de idade. Possivelmente este aumento da expressao destas

proteinas aumenta a habilidade de estimular a vascularizagéo.

Segundo Saadoun et al.*®

, @ inexisténcia de correlagdo direta nos niveis de expressao
da AQP1 e do VEGF, entre os animais envelhecidos, pode ser indicativo que a formagéo de
vasos sanguineos segue o0s processos fisioldgicos normais. Assim, analisando estes
parametros, nossos resultados sugerem que para estes protocolos experimentais utilizados,

ndo ha angiogénese patoldgica.
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6 CONCLUSAO
Baseado em nossos resultados foi possivel observar que:

e O DN e a atividade fisica alteram a estrutura da prostata ventral de ratos;
e O exercicio fisico resistido interfere na expressdo da AQP1 e do VEGF, em

animais jovens;

Portanto, o uso do DN, associados ou ndo ao exercicio fisico, em fase pos-pubere,

interfere na morfofisiologia do envelhecimento da prostata.
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APENDICE A

Consumo de ragdo e ingestdo d’agua no periodo de treinamento de exercicio dos ratos
eutanasiados com 21 e 43 semanas, € no periodo pos-treinamento dos ratos envelhecidos. BW
— peso corporal; PE — Periodo durante as oito semanas de experimento; PT — periodo apos o
término do treinamento. Os simbolos representam diferencas significativas, por meio de
anélise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey-Kramer. *p<0,05, em comparagéo ao grupo
SE"": e p < 0,01, com relacdo aos grupos EV"T e ED"". # p < 0,05, em relac&o aos grupos
EV™ e ED™.

Consumo ragao Ingestao d’agua
Grupos (9/100g BW/dia) (ml1/100g BW/dia)
SV, 7,13+0,10 9,09 + 0,26
SD, 7,45+0,21 9,43 +0,38
EV, 7,45+0,18 9,79+0,73
ED; 7,74 +0,23 9,52 + 0,14
SV, FE 4,94 + 0,07 9,45 + 0,34
SD, PF 5,04 + 0,07 10,98 + 0,45
EV, FE 5,86 0,18 9,09 + 0,57
ED, E 5,06 + 0,06 9,27 +0,30
SV, T 526 +0,12 8,90 + 0,48
SD, T 5,85+ 0,19 8,68 £0,71
EV,"T 5,99 + 0,13 9,89 + 0,63
ED,"" 5,95 + 0,09 9,43+ 0,55
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