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RESUMO 

 

Em doses supra fisiológicas o Decanoato de Nandrolona (DN), associado ao exercício físico 

pode alterar os níveis androgênicos, afetando órgãos dependentes de andrógenos, incluindo a 

próstata. Estas alterações podem afetar a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), 

favorecer o surgimento de lesões patológicas e ativar a via inflamatória. Desta forma, o 

objetivo deste trabalho foi analisar possíveis alterações na morfofisiologia da próstata ventral, 

de ratos adultos e envelhecidos, decorrentes do uso de DN associado ou não ao treinamento 

físico resistido (TFR). 56 ratos da linhagem Sprague-dawley foram divididos em oito grupos 

(n=7). Em seguida tratados por oito semanas e divididos em sedentários e treinados com ou 

sem uso de DN. Após este período o tratamento foi interrompido. Os animais adultos foram 

eutanasiados 48 horas após o período experimental, e os envelhecidos com 300 dias de idade. 

A próstata ventral foi processada para análises morfométrica, histopatológicas, 

imunoistoquímica e de Western blotting. A altura do epitélio da próstata mostrou-se alterada 

imediatamente após interrupção do TFR e/ou a administração de DN. As alterações 

observadas nos níveis de testosterona e estradiol plasmáticos, em animais adultos expostos ao 

DN e ao TFR, foram persistentes durante o processo de envelhecimento. A expressão dos 

receptores de estrógeno α e β (ERα e ERβ) aumentou com uso de DN, na fase adulta e a 

expressão do ER β reduziu em todos os grupos envelhecidos tratados. O TFR foi determinante 

na redução do AR nos animais envelhecidos. Os animais que receberam DN e fizeram o TFR 

na fase adulta apresentaram maior ocorrência de lesões patológicas na próstata ventral, que 

levaram à ativação do TLR4. Também a expressão de TLR2, NOX1 e Nrf2 aumentou em 

grupos expostos ao DN. As lesões patológicas favoreceram o aumento da expressão de NFκB, 

IRF3 e MAPK, com a produção de TNFα e IL-6. Nos animais envelhecidos foi observado 

aumento na expressão de NFκB e produção de citocinas em animais submetidos ao TFR e 

DN, independentes de TLR2 e TLR4. Assim, concluímos que o DN, associado ou não ao 

TFR, alteram os níveis hormonais e ativam vias relacionadas ao processo inflamatório que 

refletem na homeostasia da próstata ventral. 



 

 

 

ABSTRACT 

Anabolic-androgenic steroids are used by professional and recreational athletes who want to 

increase muscle mass. The Nandrolone Decanoate (ND) is the most widely used steroid 

among athletes. Together, ND and physical resistance training (PRT) may alter the androgen  

levels and lead disturbances in the prostate homeostasis. The present study aimed to 

investigate the effects of the ND abusive use and PRT on adult and older rats prostate. We 

evaluated whether ND at doses of 5mg/kg (twice a week, via i.m.), with or without physical 

exercises, is able to alter the prostate morphophysiology. Materials and Methods: 56 male 

Sprague-Dawley rats were divided into four groups (n=7): sedentary and trained groups, with 

or without ND. The animals were treated for eight weeks and then sacrificed 48h after the last 

injection (adults) or sacrificed with 300 days old. The prostate was removed and processed to 

morphometric and histopathological analyses and according to Western blotting techniques 

for NOX1, NrF2, TLR2 and 4, NFκB, IRF3, MAPK, IL-6 and TNFα expressions. The results 

showed that both ND and PRT altered the testosterone levels and estradiol level just in DN 

groups. ERα and ERβ increased in animals that used DN in adulthood and ER β expression 

decreased in treated groups aged. The PRT was involved in AR reducing in aged animals. DN 

and PRT during adulthood lead to pathological lesions of medium to high grade and activated 

TLR4. TLR2, Nox1 and Nrf2 expression were increased DN groups. The pathological lesions 

induced NFκB, IRF3 and MAPK expression, with TNF and IL-6 production. Despite no 

alterations were observed in the expression of TLR2 and TLR4 in SD2 and EV2 groups, 

NFκB and cytokine expressions were increased. Thus, we conclude that ND, associated or not 

to PRT alter hormone levels, triggers an inflammatory pathway and interferes with the 

prostate morphophysiology during adulthood and aging.  

 

 



 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

DN: decanoato de nandrolona 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1 Próstata  

A próstata é uma glândula acessória do sistema genital masculino responsável pela 

secreção de proteínas e nutrientes que compõe o sêmen, fluido essencial para a viabilidade 

espermática (Aumüller, 1989; Hayward & Cunha, 2000; Taylor & Risbridger, 2008). A 

organização estrutural da próstata é, significativamente, variável entre as espécies. No 

entanto, roedores têm sido utilizados, como modelo biológico, para estudos da fisiologia e 

fisiopatologia da próstata (Roy-Burman  et al., 2004). O esquema da próstata de roedores e 

humanos está representado na figura 1A e B respectivamente.  

Nos roedores, a próstata é constituída por quatro pares de lobos que circundam a uretra 

na base da bexiga urinária. Os lobos são denominados de acordo com a posição anatômica em 

ventral, lateral, dorsal e anterior ou glândula coaguladora (Figura 1A), sendo que cada lobo 

contribui com a produção de proteínas específicas que compõe o sêmen (Price & Williams-

Ashman, 1961; Cunha et al., 1987; Lee et al.,  1990;  Colombel  &  Buttyan,  1995).  

 

 

Figura 1 – Esquema da próstata de roedores (1A) e de humanos (1B). (Adaptado de: Kelleher et al., 2011; Franz 
et al., 2013). 

 

A B 
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O lobo ventral por ser o mais responsivo aos andrógenos é o mais utilizado em 

pesquisas envolvendo lesões patológicas e manipulação hormonal (Hayashi et al., 1991; 

Slayter et al., 1994). De acordo com as características histológicas e funcionais o lobo ventral 

é subdividido em três regiões: proximal, intermediária e distal em relação à uretra. A região 

distal é caracterizada por alta atividade mitótica e a região proximal por intensa apoptose, 

desta forma, o equilíbrio do epitélio prostático depende das taxas de proliferação e morte 

celular nas regiões distal e proximal, respectivamente (Lee et al.,1990; Yadav & Heermers, 

2012).  

De forma geral, a próstata é composta por um conjunto de estruturas túbulo-alveolares 

(Aumüller & Adler, 1979) revestidas por epitélio secretor simples, constituído por células 

luminais, basais, intermediárias, neuroendócrinas e stem cells (Wang et al., 2001; Zenzmaier, 

Untergasser, & Berger, 2008; Goldstein, Stoyanova, & Witte, 2010). 

As células luminais ou secretoras são o tipo celular mais frequente, tanto no epitélio 

normal, quanto no epitélio com alterações patológicas. Caracterizam-se pela expressão de AR 

e pela secreção de proteínas como o antígeno específico prostático (PSA) e fosfatase ácida 

(PAP) em humanos (De Marzo et al.,1999) e prostateína e probasina em roedores (Frick 

Aulitzky, 1991). As células basais formam o compartimento basal da glândula, são 

relativamente indiferenciadas, não apresentam atividade secretora e expressam proteína p63 

que atua na interação do epitélio e estroma (McNeal, 1988; Kurita et al., 2004). São 

andrógeno-responsivas, mas andrógeno-independentes, ou seja, podem ser estimuladas a 

proliferarem por ação androgênica ou fatores de crescimento derivados do estroma (De Marzo  

et al.,  1999;  Taylor  & Risbridger, 2008).  

As células intermediárias representam subpopulação de células que se diferenciam 

em células luminais e neuroendócrinas (Zenzmaier, Untergasser & Berger, 2008). As células 

neuroendócrinas são escassas no epitélio prostático e AR-negativas, secretam neuropeptídios 
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com funções autócrina e paracrina. (Huang et al., 2006; Goldstein, Stoyanova, & Witte, 

2010). As stem cells residem na camada basal e são descritas como células progenitoras de 

células basais (Signoretti & Loda, 2007; Zenzmaier, Untergasser & Berger, 2008; Goldstein, 

Stoyanova, & Witte, 2010). 

O compartimento estromal é composto por vários tipos celulares incluindo as células 

musculares lisas, fibroblastos e miofibroblastos, e outros componentes tais como nervos, 

vasos sanguíneos e linfáticos e matriz extracelular. Os fatores produzidos por células 

estromais geram sinais biológicos que exercem influências mecânicas sobre as células 

epiteliais (Cunha & Hayward, 2002; Miki, 2010; Schauer & Rowley, 2011). Os fatores 

estromais implicam no controle, diferenciação, manutenção e outros aspetos fisiológicos da 

próstata. Desta forma, o desiquilíbrio na interação do epitélio e estroma pode levar a 

alterações patológicas e o surgimento de lesões pré-malignas e malignas (Frick & Aulitzky, 

1991; Cunha et al., 1992; Miki, 2010).  

1.2 Próstata e hormônios  

O desenvolvimento da próstata consiste em uma sequência complexa de eventos que 

ocorrem ao longo do desenvolvimento fetal e neonatal e, durante a puberdade. A proliferação 

das células epiteliais, a ramificação dos ductos e alguns eventos da diferenciação celular, 

ocorrem durante os períodos fetal e neonatal. Estes processos são dependentes de andrógenos 

que, inicialmente, atuam através do mesênquima. Posteriormente, os andrógenos passam atuar 

diretamente no epitélio glandular (Ho & Baxter, 1997; Vilamaior, Taboga, & Carvalho, 2006; 

Prins & Korach, 2008).  

Durante o desenvolvimento da próstata existem dois períodos considerados críticos, o 

neonatal e a puberdade, pois nestas fases ocorre rápido crescimento glandular (Vilamaior, 

Taboga, & Carvalho, 2006). Os andrógenos regulam a proliferação e a diferenciação das 
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células epiteliais (Cunha et al., 1987), bem como a morte celular programada (Isaacs, 1984; 

Kyprianou & Isaacs, 1988). 

A síntese de andrógenos é regulada pelo eixo hipotálamo hipófise e gônada. O 

hipotálamo produz o hormônio liberador de gonadotrofina (GnRH) que estimula a 

adenohipófise a produzir o hormônio luteinizante (LH) e o folículo estimulante (FSH), os 

quais se ligam a receptores nas células de Leydig e Sertoli, responsáveis pela produção de 

testosterona e estimulação da espermatogênese, respectivamente (Yadav & Heermers, 2012). 

Os principais andrógenos, envolvidos no desenvolvimento da próstata, são a 

testosterona e DHT que atuam por meio da ligação com o AR (Cunha et al., 1992). A 

testosterona é convertida, pela ação da 2-5α-redutase, em DHT, a qual apresenta maior 

afinidade pelo AR, sendo, portanto mais ativa (Steers, 2001; Toorians  et al.,  2003). A DHT é 

o principal hormônio atuante na próstata, sendo considerado 10 vezes mais potente que a 

testosterona, porque sua dissociação do AR é mais lenta (Droller, 1997; Yadav & Heermers, 

2012).  

Estudos em ratos da variedade Norway relataram que, com o avançar da idade, 

a expressão do AR 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 níveis séricos de testosterona, diminuindo desta 

forma, a disponibilidade do hormônio. Estas descobertas sugerem que: 1) a sensibilidade 

lobo-específica ao andrógeno pode ser dependente da disponibilidade do hormônio, bem 

como do seu receptor; 2) os níveis do AR são regulados diferentemente nos lobos prostáticos; 

3) as atividades dependentes e independentes de hormônios podem variar entre lobos 

prostáticos e  sofrer alteração com a idade (Banerjee et al., 2000).  

Além dos andrógenos, outros hormônios como os estrógenos atuam sinergicamente à 

testosterona implicando nas funções normais ou patológicas (Weihua et al., 2001; Cunha, 
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Hayward, & Wang, 2002; McPherson, Ellem, & Risbridger, 2008). Quando há baixa 

concentração de AR, os estrógenos atuam estimulando o crescimento e a proliferação das 

células estromais (Berry, Maitland, & Collins, 2008).  

A biossíntese de estrógeno ocorre a partir de um substrato androgênico pela 

aromatização deste hormônio pela enzima aromatase (O’ Donnell et al., 2001; Risbridger, 

Ellem, & McPherson, 2007; Ellen & Risbridger, 2010). Os estrógenos se ligam aos receptores 

de estrógeno α e β (ERα e ERβ) presentes no estroma e epitélio, respectivamente. Além disso, 

também a DHT, na próstata, pode ser convertida em 3βAdiol que exerce ação estrogênica 

ativando o ERβ, quando a conversão ocorre no estroma há aumento da atividade de 

estrógenos sobre os ERα (Sugiyama, 2010).  

O ERα tem ação proliferativa e inflamatória, já ERβ atua de forma contrária, 

contribuindo para a inibição de mecanismos patológicos associados ao crescimento da 

glândula prostática (Leav et al., 2001; Sugiyama, 2010; Gibdson & Saunders, 2012). 

Alterações na ativação destes receptores podem levar a ocorrência de processos patológicos 

incluindo a proliferação, inflamação e o câncer de próstata (Prins & korach, 2008; 

McPherson, Ellem, & Risbridger, 2008). Assim, o desequilíbrio nos mecanismos de ação e 

nos níveis de estrógeno pode induzir à inflamação e estabelecer o processo inflamatório (Lau 

et al., 2000; Ellen & Risbridger, 2010). 

Além da idade, também a exposição a andrógenos exógenos levam a alterações nos 

níveis hormonais. Os esteroides androgênicos anabolizantes (EAA) são exemplos de 

andrógenos exógenos que podem atuar como moduladores hormonais, influenciando os níveis 

circulantes de andrógenos e estrógenos bem como a disponibilidade desses hormônios aos 

órgãos (Bhasin et al., 2006). Os EAAs vêm sendo utilizados de forma indiscriminada por 

indivíduos que visam aumento de massa e resistência muscular (Dohle, Smit, & Weber 2003). 
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O uso abusivo de EAAs pode levar ao desequilíbrio hormonal e, consequentemente, 

alterar a expressão dos receptores de andrógenos e estrógenos; comprometer a interação de 

estroma e epitélio; e, favorecer alterações na expressão de proteínas envolvidas nos processos 

de proliferação e morte celular como PCNA e PAR4 (Hart & El-Deiry, 2009; Zhao et al., 

2011).  

1.3 Lesões patológicas na próstata 

As principais lesões prostáticas são hiperplasia prostática benigna (HPB), atrofia 

inflamatória (PIA), neoplasia intra-epitelial (NIP) e o câncer prostático (CP), sendo a idade o 

principal fator de risco para essas alterações (Leav  et al.,  2001;  De  Marzo  et al., 2003).  

A HPB é caracterizada por acentuado aumento de células estromais e epiteliais, cujas 

causas ainda são incertas (Lee & Peehl, 2004; Untergasser, Madersbacher, & Berger, 2005; 

Roehrborn, 2008).  No entanto, alterações hormonais e desregulação dos fatores de 

crescimento estromal acarretam desequilíbrio na homeostase da glândula (Kramer, 

Mitteregger, & Marberger, 2007; Roehrborn et al., 2008), podendo atuar como precursores de 

neoplasia intra-epitelial e carcinoma prostático (De Marzo et al., 2007; De Nunzio et al., 

2011). 

A PIA refere-se à lesão do epitélio prostático que ocorre em diferentes graus de 

inflamação intersticial, caracterizado por focos de epitélio glandular proliferativo com aspecto 

morfológico de atrofia simples ou de hiperplasia pós-atrófica. Os danos ocasionados no tecido 

decorrente da inflamação aumentam a formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

favorecendo as desordens gênicas e proliferação do epitélio (De Marzo et al., 1999).  

Estudos apontam que a PIA pode ser precursora da NIP e/ou do CP (Putzi & De 

Marzo, 2000). A NIP consiste em alterações genotípicas e fenotípicas, acarretando na 

proliferação celular do ácino e promovendo alterações citológicas em diferentes graus de 
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acometimento. Clinicamente é caracterizada como lesão precursora de adenocarcinoma 

invasivo, cujos mecanismos ainda são incertos. Porém, estudos clínicos, apontam que homens 

com NIP de alto grau, apresentam risco de desenvolver CP (Brawer, 2005; Majumder et al.,  

2008; Bostwick & Cheng, 2012). O CP é caracterizado pelo aumento acentuado do número de 

células que crescem além dos limites do órgão (Droller, 1997). O desenvolvimento do CP é 

de natureza endócrina e a possibilidade de ocorrência desta doença aumenta com o 

envelhecimento (Davies & Eaton, 1991). 

De modo geral as patologias na próstata estão relacionadas a desordens hormonais, 

agentes infecciosos, processos inflamatórios e alterações gênicas que levam à geração de 

EROs e à ativação de vias que envolvem a produção de citocinas (Bayraktar  et al., 2010; 

Chughtai et al., 2011; De Nunzio et al., 2011). Em decorrência do processo inflamatório tem 

se o aumento do número de linfócitos favorecendo a elevada produção de EROs (Khandrika 

et al., 2008).  

1.4 Estresse Oxidativo  

O estresse oxidativo (EO) é caracterizado pelo desbalanço entre a produção de 

antioxidantes e oxidantes, tais como as EROs ou radicais livres (RLs) que são moléculas 

altamente instáveis e reativas (Elsbach & Weiss, 1983; Urso & Clarkson, 2003; Khandrika  et 

al., 2008; Sumimoto et al., 2009), provenientes de processos biológicos (Berdard, Lardy, & 

Krause, 2007). 

As EROs são produzidas pelas enzimas da família NADPH oxidase (NOX) que são 

proteínas transmembrana atuantes na transferência de elétrons através da membrana celular. 

Estas enzimas são as principais fontes de EROs celular (Segal & Shatwell, 1997). A redução 

do oxigênio molecular dependente da NOX é responsável por gerar EROs na célula, na forma 
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de íon superóxido (O2
-), o qual é dismutado para formar peróxido de hidrogênio (H2O2)  e 

hidroxila (OH-) (Khandrika et al., 2009; Shimada et al., 2011).  

São descritas cinco isoformas de NADPH: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5. 

Apesar da similaridade estrutural e funcional entre as isomorfas, seus mecanismos de ativação 

são diferentes (Bedard & Krause, 2007).  

Na próstata tem sido identificada a NOX1(Bedard & Krause, 2007). Esta enzima atua 

no processo de inflamação, especificamente na sinalização de TNF-α, angiotensina-II, fatores 

de crescimento, e na sinalização de hipertrofia e proliferação celular (Sumimoto, Miyano, & 

Takeya, 2005; Petry, Weitnauer, & Görlach, 2010). Além disso, estudos demonstraram que 

baixos níveis de EROs geradas por NOX podem atuar como mediadores da inflamação, 

apoptose, proliferação celular e angiogênese em vários cânceres humanos (Shimada et al., 

2011). 

Os andrógenos são considerados os candidatos mais potentes na regulação do balanço 

de EROs na próstata, embora a relação entre o nível androgênico e a homeostase redox ainda 

não tenha sido caracterizada nessa glândula (Khandrika et al., 2009). No câncer de próstata, 

os andrógenos aumentam a expressão das subunidades p22 e gp91 da NOX e a produção de 

EROs liberadas por NOX1 e NOX2 (Lu et al., 2010). Contudo, Tam et al., (2003) 

demonstraram que a suplementação com andrógenos reduziu o nível de EROs por 

infraregulação da expressão de NOX, elevando assim o nível de antioxidantes à normalidade.   

Nos últimos anos, a associação entre o risco de CP e o EO tem sido reconhecida. 

Embora estudos recentes tenham indicado que o EO é maior no epitélio de pacientes com CP 

do que em homens sem a doença, a associação do EO mediado por EROs e o risco de CP 

ainda necessita de maiores investigações. Assim, muitos fatores que estão associados ao CP, 

como o desbalanço dos hormônios androgênicos e estrogênicos, insuficiência do sistema 
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antioxidante e condições pré-malignas (NIP, PIA, HBP) podem estar relacionados ao EO 

(Partin et al., 1993; Sakr et al., 1993; Bostwick et al., 2012).  

Dentre as EROs que ocasionam o EO, o radical OH-  é considerado o principal 

causador de danos celulares. Este radical é altamente reativo e pode interagir com moléculas 

biológicas. Outras EROs, como o peróxido de hidrogênio, podem estar envolvidas na ativação 

de proteínas de atividade mitogênica (MAPKs) (Circu & Aw, 2010; Son et al., 2013). 

1.5 Antioxidantes 

Quando a produção de EROs excede a capacidade de moléculas antioxidantes há 

ativação do fator de transcrição nuclear eritróide relacionado ao fator-2 (Nrf2), que atua na 

regulação e expressão de genes codificadores de proteínas antioxidantes (Pendyala & 

Natarajan, 2010). Normalmente o Nrf2 é expresso no citoplasma na forma inativa. Os 

mecanismos de ativação do Nrf2 consistem na interação com outras proteínas resultando na 

translocação deste fator ao núcleo formando o complexo de transcrição que ativa genes 

específicos para produção de antioxidantes (Figura 2) (Grupte, Lyon, & Hsueh, 2013). 

Os mecanismos de defesa envolvem: mecanismos de prevenção e reparação, e, defesas 

físicas e antioxidantes. Os antioxidantes são classificados como enzimáticos e não 

enzimáticos. Os enzimáticos incluem superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa (GSH) e glutationa peroxidase (GSH Px); e, os nãos enzimáticos incluem a 

vitamina C (ácido ascórbico), vitamina E (tocoferol), flavonoídes e GSH (Valko et al., 2007).  



10 

 

 

 

Figura 2 - Vias de regulação e ativação do Nrf2. Em condições não eestresseantes Keap 1 associa ao Nrf2 para 
posterior degradação. Logo, em condições de estresse oxidativo, Sens 2 induz a degradação de Keap 1 liberando 
Nrf2. Nrf2 é fosforilado e ativado por DJ1 e translocado para núcleo onde irá ativar genes associado a 
antioxidantes Nrf2 - Nuclear Eritróide relacionado ao fator 2; Keap1 – proteína de citoesqueleto análoga a Kelp 
associada a  ECH; DJ1 – proteína sensitiva redox; Ub, Maf, Sesn2 – proteínas pequenas (Adaptado de Grupte, 
Lyon, & Hsueh, 2013). 

 

1.6 Via de Sinalização do Processo Inflamatório 

Inúmeras moléculas estão envolvidas no processo inflamatório e nas respostas a 

desordens celulares, incluindo os receptores Toll-Like 4 (TLR4), fator de transcrição κB 

(NFκB) e as MAPKs (Liew et al., 2005 ; Arthur & Ley, 2013). 

1.6.1 Receptores Toll-like (TLR) 

Os TLRs são uma família de glicoproteínas transmembrana contendo domínio 

extracelular, com repetições ricas de leucina (LRRs), e domínio intracelular, homólogo aos 

receptores de interleucina (IL-1R) conhecido como domínio Toll/IL-1R (TIR) (Takeda, 

Kaisho & Akira, 2003; Akira & Takeda, 2004). Estes receptores têm papel fundamental na 

reparação de lesão tecidual induzida por inflamação (Akira & Takeda, 2004). 
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Os TLRs reconhecem diferentes classes de padrões moleculares associados a 

patógenos (PAMPs) e padrões moleculares associados a danos (DAMPs). Os PAMPs 

referem-se a componentes moleculares de bactérias como lipolissacarídeos (LPS) e 

peptidioglicanos (PGN); e/ou fragmentos de DNA de outros agentes como fungos e vírus 

(Kawai & Akira, 2007).  Já os DAMPs incluem moléculas endógenas liberadas pelo 

hospedeiro decorrente de necrose ou morte celular (McCarthy et al., 2014). 

Após o reconhecimento dos PAMPs ou DAMPs pelos TLRs inicia a sinalização 

envolvendo moléculas adaptadoras como TIRAP-MAL, TRIF-TICAM1 e MyD88 (kawai & 

Akira, 2005). A associação com estas moléculas pode levar à fosforilação e translocação do 

NFκB para o núcleo para ativação de genes alvos e/ou de MAPKs (Figura 3) (Takeda & 

Akira, 2004; Kawai & Akira, 2007; Arthur & Ley, 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Ativação dos receptores TLR. Os TLRs quando ativados por PAMP ou DAMP gera cascata de 
eventos que inclui a associação com moléculas adaptadoras incluindo  MyD88, e o recrutamento de proteínas 
Kinase (IRAK), IRAK4 e IRAK1. Quando há fosforilação de IRAK1 há recrutamento de TRAF6, após a 
degradação de IRAK1 tem se a formação do complexo TAK1, TAB1 e TAB2 que associa com UBC13 e 
UEV1A. TAK1 é fosforilado ativando o complexo de proteínas MAP kinases e IKK (IKK-α e IKK-β). O 
complexo IκB no citoplasma é fosforilado e posteriormente degradado e ubiquitinizado permitindo a 
translocação do NFκB ao núcleo induzindo a expressão de genes alvos para a produção de citocinas pro e anti-
inflamatórias, como a IL-1β, TNF-α e IL-6. MyD88 – Diferenciação Mielóide em resposta primária a proteína 
88; IRAK – IL-1R associado a Kinase; TRAF6 – Fator de necrose tumoral associado ao receptor de fator 6; 
TAK1 – Kinase ativadora de TGFβ; TAB – TAK1 que se liga a proteína 1; TAB2 – TAK1 que se liga a proteína 
2; UCB13 – Ubiquitina conjugada a enzima 13; UEV1A – Ubiquitina conjugada a enzima E2 variante 1; MAP – 
Proteína ativadora mitogênica;  IKK – inibidor do fator nuclear κB (Adaptado de Akira & Takeda, 2004; Kawai 
& Akira, 2005). 

 

Membrana nuclear 
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Alguns receptores Toll-like iniciam a sinalização, exclusivamente, por MyD88 como 

por exemplo o TLR2  e outros receptores, como os TLR4 e TLR3, podem iniciar a sinalização 

independente de MyD88, levando à produção de outras moléculas envolvidas na inflamação 

como o Interferon β (IFN-β) (Figura 4) (Takeda, Kaisho, & Akira, 2003). 

O TLR4 está envolvido em diversos mecanismos tais como em processos de infecção, 

resposta auto-imune e inflamação crônica (Liew et al., 2005). Na glândula prostática, de 

humanos, este receptor está localizado no compartimento basal (epitélio) e nas células do 

músculo liso e fibroblastos (estroma). Na próstata ventral de roedores, encontra-se em todos 

os tipos celulares descritos anteriormente com exceção dos fibroblastos, sendo identificado 

também no retículo endoplasmático rugoso (Quintar et al., 2006; Gatti et al., 2009). Os 

mecanismos de atuação destes receptores na próstata têm sido relatados no envolvimento em 

processos inflamatórios e proliferação celular, incluindo a carcinogênese (Quintar et al., 

2006). Desta forma, a estimulação de alguns TLRs pode aumentar a proliferação e a 

sobrevivência tumoral (Jego et al., 2006).   

 

Figura 4. Via de sinalização do TLR4. Dependendo da molécula adaptadora associada ao domínio intracelular do 
receptor TLR4, ocorre a ativação do fator de transcrição κB (NFκB) e consequentemente a produção de citocinas 
inflamatórias ou  IFN-β, MyD88 – Diferenciação Mielóide em resposta primária a proteína 88; TIRAP – Receptor 
Toll associado Interleucina 1 (TIR) com domínio contendo proteína adaptadora; TRAM – TRIF relacionado a 
molécula adaptadora; TRIF – Receptor Toll/IL1  contendo domínio adaptador indutor de IFN- β; IRAK – IL-1R 
associado a Kinase; TRAF6 – Fator de necrose tumoral associado ao receptor de fator 6; TBK1 - TANK {TRAF 
(fator associado ao receptor TNF - associado com o ativador de NFκB-ligante à kinase 1) ; IRF – Fator regulador 
de Interferon (Adaptado de Kawai & Akira, 2005).  

 

Citocinas 

inflamatórias 
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Recentemente, a expressão aberrante do TLR4 foi encontrada na maioria dos 

carcinomas humanos, inclusive o CP (Dong et al., 2002; Brown et al., 2003; Huang et al., 

2006; Riddell et al., 2011). Estudos têm demonstrado que a expressão aumentada do TLR3, 

TLR4 e TLR9 correlaciona-se com a progressão do CP (González-Reyes et al., 2011). Estudo 

recente demonstrou que a linhagem celular PC-3U para câncer de próstata expressou TLR4 e 

a ativação da sinalização do TLR4 resultou em uma resposta significante de IL-6 (Hamidi et 

al., 2012). 

A participação destes receptores no câncer é controversa, pois dados conflitantes 

apontam os TLRs como reguladores negativos e positivos da carcinogênese. A administração 

de agonistas dos TLRs exerceu fortes efeitos antineoplásicos em tumores desenvolvidos em 

camundongos e humanos (Rakoff- Nahoum & Medzhitov, 2009). A ativação dos TLRs pode 

causar a regressão do tumor através do aumento da permeabilidade vascular e por meio do 

recrutamento de leucócitos, os quais determinam a lise das células tumorais pelas células 

natural killer (NK) e células T citotóxicas (Rakoff- Nahoum & Medzhitov, 2009). Assim, um 

dos efeitos mais promissores da estimulação dos TLRs por agonistas específicos na terapia do 

câncer é a ativação do sistema imune adaptativo (Krieg, 2007; Paone et al., 2008; Galli et al., 

2010). 

De modo geral, os TLRs são considerados fatores chaves para a estimulação do 

sistema imunitário e várias moléculas podem interferir em sua funcionalidade, como os níveis 

elevados de testosterona que desencadeiam efeito supressivo nas respostas imunes via 

sinalização TLRs (Quintar et al., 2006). Embora haja alteração na expressão destes receptores 

por diferentes mecanismos, a ativação normalmente ocorre através da translocação do fator de 

transcrição nuclear κB (NFκB) e subsequente produção de moléculas inflamatórias e 

moléculas para sobrevivência celular, como TNF-α e interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6) (Akira 
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& Takeda, 2004; Galli et al., 2010). Em alguns casos, pode haver a sinalização por vias 

alternativas que não levam à ativação do fator de transcrição NFκB (Sakai et al., 2002). 

1.6.2 Fator Nuclear – κB (NFκB) 

A família NFκB inclui cinco membros: RelA (p65); c-Bel; RelB; NFκB1 (p50/p105); 

NFκB2 (p52/p100) (Sun & Anderson, 2002). O NFκB pode ser ativado por diferentes 

mecanismos tais como, produção de citocinas pro inflamatórias ou moléculas produzidas por 

agentes infecciosos, fatores de ativação de células B e por estresse celular. Correspondente a 

estes mecanismos tem-se a ativação da via clássica, alternativa ou atípica, respectivamente 

(Lee et al., 2007). 

O NFκB é inativado pela associação com a proteína inibidora IκB. As IκBs ligam-se 

aos dímeros de NFκB, formando o complexo NFκB-IκB que pode ser deslocado entre 

citoplasma e núcleo de células em repouso, porém esse complexo é principalmente 

citoplasmático. Quando há ativação dos receptores Toll-Like pode ocorrer à degradação do 

complexo NFκB-IκB induzido pela fosforilação do IκB e, posteriormente, o NF-κB é 

translocado para o núcleo (Figura 2) (Sun & Anderson, 2002; Takeda, Kaisho, & Akira 2003; 

Hayden & Ghosh, 2004). 

A via de sinalização do NFκB desempenha papel importante nas respostas ao câncer, 

inflamação e estresse (Pahl, 1999). A ampla distribuição dos sítios de ligação do NFκB no 

genoma permite a regulação de um vasto número de genes e a participação em processos 

celulares fundamentais, como apoptose, proliferação e diferenciação (Pham et al., 2004; Luo 

et al., 2005). 
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1.6.3 Proteína de atividade mitogênica Kinase (MAPK) 

As proteínas MAPKs são subdivididas em subgrupos que incluem: Kinases 

reguladoras de sinais extracelulares (ERKs), c-Jun Kinases N-terminal e p38 MAPKs que 

estão envolvidas nos processos de desenvolvimento, diferenciação, crescimento e regulação 

do ciclo celular (Son et al., 2013; Darling & CooK, 2014). 

A regulação da atividade das MAPKs pode ser mediada por inúmeros fatores, tais 

como estresse oxidativo, citocinas e fator de crescimento TGF- β, ativando a subunidade p38 

MAPKs por cascata de sinalização do complexo Kinase (Koul, Pal & Koul, 2013).  

Existem diferenças na ativação das MAPKs, sendo a p38 MAPK ativada em resposta 

aos sinais de estresse e por citocinas inflamatórias (Koul, Pal & Koul, 2013). A ativação 

destas proteínas inclui uma cascata de eventos sinalizada por receptores de superfície celular, 

levando a fosforização de MAPKs por meio de sinais intracelulares em resposta aos 

mecanismos fisiológicos e patológicos (Boutos, Chevet & Metrakos, 2008). A p38 MAPKs é 

a mais responsiva a estímulos estressores e a outros fatores que podem desencadear a 

inflamação (Son et al., 2013). 

1.6.4 Citocinas 

As citocinas são proteínas ou glicoproteínas produzidas, em células do sistema imune 

ou outros tipos celulares, em resposta a estímulos inflamatórios (Moldoveanu, Shephard, & 

Shek, 2001). Independente do tipo de citocina e da ação local, em geral, elas facilitam o 

recrutamento de linfócitos, neutrófilos, monócitos e outros tipos de células ao local da 

inflamação para reparação tecidual (Pedersen & Hoffman-Goetz, 2000; Kim, Cha, & Surh, 

2010). As respostas mediadas pelas citocinas podem ser reguladas pela quantidade de 

moléculas pró e anti-inflamatórias, desta forma, estão envolvidas na fase crônica e aguda da 

resposta inflamatória (Moldoveanu, Shephard, & Shek, 2001). Entre as principais citocinas 
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envolvidas na fase aguda tem se a interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF-α) e 

interleucina 6 (IL-6) (Borish et al., 2003). 

A IL-6 é uma citocina pleiotrópica com funções pró-inflamatórias em células imunes e 

não imunes (Seguchi et al., 1992). Seus mecanismos moleculares indutores de resposta nas 

células do CP ainda não foram elucidados, assim como também o papel desta citocina na 

próstata em resposta à presença de outras citocinas como IL-1β e o TNF-α (Huising, 

Kruiswijk & Flik, 2006). 

1.7 Treinamento Físico Resistido (TFR) e Esteroide Androgênico Anabolizantes (EAA) 

TFR é tipo de exercício físico realizado de forma estruturada, planejada e progressiva, 

com um complemento de carga. A quantidade, frequência, duração e intensidade do exercício 

regulam os efeitos no organismo (Brogårdh & Lexell, 2012). Neste tipo de exercício, o 

músculo deve executar força contra uma resistência, em intensidade acima da capacidade 

aeróbica do músculo. Desta forma, é necessário que o treinamento seja de alta intensidade e 

curta duração (Texeira et al., 2012; Murtona & Greenhaffb, 2013). 

Diferentes modalidades de exercício físico têm sido utilizadas em pesquisas 

envolvendo o câncer de próstata (Galvão et al., 2011; Newton et al., 2012; Rundqvist et al., 

2013). Além disso, Friedenreich, Neilson & Lynch (2010) mostraram que a atividade física 

promove redução no risco de desenvolvimento câncer de próstata, e que o exercício intenso 

possivelmente altera os níveis hormonais que estão associados com a etiologia da alteração 

patológica. As variações nas taxas hormonais são decorrentes do tipo do exercício físico 

podendo levar à redução dos níveis de testosterona circulante (Hackney, 2001).  Os casos em 

que há associação entre o exercício e o uso de DN as alterações podem ser mais intensas, 

ocasionando danos a vários órgãos que são dependentes de andrógenos (Shokri et al., 2010). 
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Os EAA são derivados sintéticos da testosterona (Clark et al., 1997). São descritos, 

aproximadamente, 60 tipos de EAAs, os quais apresentam diferenças na estrutura química e 

nos efeitos metabólicos. O Decanoato de Nandrolona (DN) é o mais prescrito por apresentar 

menores efeitos adversos (Clark & Henderson, 2003; Shokri et al., 2010). 

Em doses farmacológicas, os EAAs são utilizados no tratamento de doenças, tais como 

disfunção hipogonodal, deficiência no crescimento, em portadores de HIV e câncer de mama 

(Mullgan & Schambelan, 2002; Dudgeon et al., 2006; Karbalay-Doust & Noorafshan, 2006; 

Shokri et al., 2009;). Além disso, estimulam a síntese de proteínas presentes nos músculos 

estriados esqueléticos (efeito anabólico). Por esse motivo, há muito tempo estes hormônios 

sintéticos têm sido utilizados de forma ilícita por atletas e não atletas para aumentar a massa 

muscular, a força e/ou desempenho na prática de atividade física (Dohle et al., 2003). Os 

indivíduos utilizam estes compostos em doses suprafisiológicas de 10 a 100 vezes maiores 

que as doses terapêuticas (Clark et al., 1997). O uso indiscriminado e abusivo de EAA, entre 

adolescentes e adultos, sem fins terapêuticos tem-se tornado um problema de saúde pública, 

despertando a atenção da comunidade científica.  

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, os 

efeitos tóxicos após administração da EAA não são notificados pelos indivíduos e, portanto, é 

difícil de serem quantificados. É cada vez mais evidente que o abuso está associado a efeitos 

adversos graves que afetam o sistema nervoso central, cardiovascular, músculo-esquelético, 

endócrino e genital (Socas et al., 2005). 

Os EAA podem induzir alterações subclinicas no eixo hipófise-hipotálamo-gônada. 

Primariamente, podem reduzir os níveis circulantes da testosterona total e livre, bem como os 

níveis de hormônio luteinizantes (Lucia et al., 1996) e, ainda, alterar a função reprodutiva 

masculina levando à azoospermia e oligozoospermia (Torres-Calleja et al., 2001). Além disso, 
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os EAA possuem alguns efeitos adversos como: atrofia testicular (Dudgeon et al., 2006); 

distúrbios hepáticos (Socas et al., 2005); alterações nos sistemas genital e urinário (Karbalay-

Doust & Noorafashan, 2006); alterações na qualidade do esperma (Nagata et al., 1999) e na 

estrutura dos testículos (Noorafshan et al., 2005). Há outros relatos na literatura que 

mencionam alterações comportamentais decorrentes do uso de EAA (Hartgens & Kuipers, 

2004). 

Desta forma, o uso abusivo e sem orientação médica dos EAAs leva ao aumento no 

interesse por estudos relacionados aos seus efeitos colaterais que, podem ser desde efeitos 

psicológicos, até alterações morfológicas em órgãos alvo, como por exemplo, a próstata 

(Froenher et al., 1999). Apesar do DN, em altas doses, levar à desregulação hormonal e 

exercer efeitos colaterais adversos em órgãos dependentes de andrógeno, talvez o uso deste 

esteroide associado ao exercício físico possa ter menor impacto no organismo.  

Alguns estudos mostraram que a prática de atividade física pode ser um fator protetor 

e exercer efeitos diretos sobre a diminuição do risco de CP (Rebillard et al., 2013). Os 

mecanismos biológicos envolvidos estão relacionados às alterações nos níveis plasmáticos de 

hormônios androgênicos circulantes, no balanço energético da função imune e nos 

mecanismos de defesa antioxidantes (Friedenreich & Thune, 2001). Assim, quando o 

exercício é monitorado, pode haver resposta adaptativa do organismo e, consequentemente, 

equilíbrio entre a produção de EROs e antioxidantes no controle ou progressão de doenças, 

tais como o CP (Leeuwenburgh & Heinecke, 2001; Rebillard et al., 2013). Porém, na 

ausência de planejamento entre o tempo da atividade física, frequência e o controle da 

intensidade, pode haver o aumento de EROs e redução nos níveis de antioxidantes gerando 

uma condição de estresse oxidativo (Figura 5).  
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Figura 5 - Mecanismos de resposta ao estresse oxidativo durante o exercício físico. No exercício exaustivo há 
aumento espécies oxidantes (EO) gerando o estresse oxidativo e danos estruturais em proteínas, lipídeos e DNA. 
Já no treinamento tem se uma resposta adaptativa com redução de EO e aumento de antioxidantes, 
consequentemente a ativação dos fatores de transcrição como NFκB, e produção de citocinas anti-inflamatória, 
estes eventos contribuem para regulação da proliferação e inflamação. AP1 - proteína ativadora 1; ERK - sinal-
regulador kinase extracelular; GPx - glutationa peroxidase; IL - interleucina; MAP-Kinase - proteína mitogênica-
ativadora kinase; NADPHox - NADPH oxidase; NF-kB - fator nuclear-kB; NO - óxido nítrico; SOD – 
superóxido dismutase; XO - xantina oxidase (Adaptado de Rebillard et al., 2013). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Até o momento, não foram completamente compreendidos os mecanismo que 

determinam a evolução de lesões prostáticas. Tal fato, leva à necessidade de estudar este 

órgão sob diferentes condições hormonais. Atualmente, sabe-se que as manipulações 

hormonais levam à interrupção dos processos normais do desenvolvimento da próstata e a 

consequência destas alterações pode acarretar efeitos permanentes nos processos normais de 

seu desenvolvimento e função. Assim, torna-se importante conhecer os efeitos do uso abusivo 

de EAA, já que este tipo de testosterona exógena vem sendo administrado frequentemente e, 

de forma ilícita, com intuito de aumentar a massa muscular. 

Outro fator importante, que ocasiona alterações na próstata, é o processo de 

envelhecimento. Durante esta fase há diminuição dos níveis de antioxidantes intracelulares 

enzimáticos e não enzimáticos, e da atividade de enzimas supressoras de EROs. Assim, 

considerando a idade como fator determinante no desenvolvimento de lesões prostáticas e o 

fato deste ser um órgão dependente da ação de hormônios, parece extremamente relevante, 

entender se o uso de esteroides anabolizantes associados ou não ao exercício físico, no 

período de transição entre a juventude e a fase adulta, alteraria a estrutura e o ambiente 

prostático durante o processo de envelhecimento. 

Não há estudos na literatura que relatem os efeitos do uso de EAA associado ao 

exercício físico durante a juventude, e suas repercussões na próstata em processo de 

envelhecimento. Assim indagamos, qual seria o papel do exercício físico associado ao DN? 

Será que o exercício poderia minimizar os efeitos do DN e de fato exercer papel protetor? 

Após interrupção do tratamento e com o tempo, a morfofisiologia da próstata poderia ser 

restaurada? 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar se o uso do DN, associado ou 

não ao exercício físico, entre a juventude e a fase adulta, interfere na morfofisiologia da 

próstata adulta e envelhecida. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Avaliar os efeitos de doses suprafisiológicas de DN, associado ou não à prática de 

treinamento físico resistido, em animais adultos e envelhecidos sobre os seguintes parâmetros: 

 Hormonais e histológicos; 

 Receptores de andrógeno e estrógeno; 

 Moléculas envolvidas em vias de estresse oxidativo e inflamação; 
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4. RESULTADOS 

Os resultados foram apresentados na forma de artigos científicos: 

Capítulo 1: O Decanoato de Nandrolona e o treinamento físico resistido favorecem a 

ocorrência de lesões patológicas e ativam resposta inflamatória na próstata ventral. 

 

Capítulo 2: O decanoato de nandrolona e o treinamento físico resistido modulam a expressão 

dos receptores androgênicos e estrogênicos na próstata ventral de ratos adultos e envelhecidos 
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Capítulo 1 
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RESUMO 

A idade é fator determinante no desenvolvimento de lesões prostáticas. Durante o 

envelhecimento há aumento de espécies reativas de oxigênio (EROs) e diminuição dos níveis 

de antioxidantes intracelulares. Além disso, fatores externos como uso indiscriminado de 

esteroides anabólicos androgênicos (EAA) como o Decanoato de Nandrolona (DN), e o 

exercício físico alteram a disponibilidade de hormônios androgênicos, e podem favorecer o 

aparecimento de lesões patológicas. No presente trabalho, foi investigado se o uso do DN, 

associado ou não ao treinamento físico resistido (TFR), interfere nas vias relacionadas à 

resposta inflamatória na próstata ventral de ratos adultos e envelhecidos. Ratos da linhagem 

Sprague-dawley foram distribuídos em quatro grupos experimentais: sedentário com e sem 

DN, exercício com ou sem DN. Os animais realizaram o TFR e receberam DN duas vezes/ 

semana (5 mg/kg, via intramuscular - i.m), durante oito semanas. Os ratos adultos foram 

eutanasiados imediatamente após o término do tratamento e os envelhecidos permaneceram 

sem tratamento até completar 300 dias de idade. A próstata ventral foi coletada e destinada às 

análises histopatológicas e moleculares, para detecção de proteínas pro e antioxidantes 

(NOX1 e Nrf2), fatores transcricionais (NFκB, IRF3 e MAPK), receptores toll-like (TLR2 e 

TLR4) e citocinas pró-inflamatórias (IL-6 e TNF-α). Os animais adultos que receberam DN e 

fizeram o TFR apresentaram maior ocorrência de lesões patológicas com ativação do TLR4. 

Houve acentuada expressão de IL-6 no grupo que realizou o TFR. Já o grupo exposto ao DN, 

além da supraregulação de TLR4, também apresentou superexpressão de TLR2, NOX1, Nrf2, 

e TNF-α via MAPK. Animais que receberam DN e fizeram o TFR apresentaram aumento nos 

níveis de NFκB, IRF3, IL-6, TNF-α e NOX1, e redução de Nrf2. Nos animais envelhecidos, 

os TLR2 e TLR4 não foram expressos. Os grupos TFR+DN apresentaram lesões patológicas 

na fase adulta e no envelhecimento, seguidas por alterações moleculares. Nós concluímos que 

o DN associado ou não ao TFR, favorece o surgimento de neoplasias na próstata na fase 

adulta e no envelhecimento, ativando vias envolvidas na resposta inflamatória.  
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INTRODUÇÃO 

EAA são derivados sintéticos da testosterona (Clark et al., 1997) que podem ser 

utilizados no tratamento de doenças, tais como disfunção hipogonadal, osteoporose e câncer 

de mama (Basaria et al., 2001; Mullgan & Schambelan, 2002). O Decanoato de Nandrolona 

(DN) é o EAA mais prescrito por apresentar menores efeitos adversos (Clark & Henderson, 

2003; Shokri et al., 2010). Estes hormônios sintéticos são utilizados de forma ilícita e em 

doses suprafisiológicas por indivíduos com o intuito de aumentar a massa muscular, a força e 

o desempenho na prática de atividade física (Dohle et al., 2003). Em geral, o uso de EAA está 

associado à prática de atividade física de alta intensidade e curta duração, com sobrecarga de 

peso que excede a capacidade aeróbica do músculo (Chung et al., 2007; Shokri et al., 2010). 

O uso indiscriminado de EAA leva a alterações subclinicas no eixo hipófise-

hipotálamo-gônada (Chung et al., 2007; Franquni et al., 2012). A próstata é um órgão 

andrógeno dependente (Isaacs et al., 1984) e, desequilíbrio nos níveis de andrógenos e 

estrógenos do organismo, favorecem a ocorrência de lesões patológicas (Ellem & Risbridger, 

2010, Roehrborn, 2008; DE Marzo et al., 2007).  As lesões patológicas na próstata podem ser 

atribuídas ao aumento na produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), estabelecendo 

uma condição de estresse oxidativo (EO) (Khandrika & Kumar et al., 2008) .  

Na próstata, a principal enzima que atua na produção de EROs é a NOX1 (Bedard & 

Lardy et al., 2007). Esta enzima atua nos processos de inflamação e proliferação celular, e em 

processos tumorais (Sumimoto & Miyano, et al., 2005). A desregulação na produção de 

EROs pode ser compensada pela ativação de fator antioxidante como o Nrf2 (Pendyala & 

Natarajan, 2010). Quando o aumento de EROs excede a capacidade antioxidante é 

estabelecido o processo inflamatório (Khandrika & Kumar et al., 2008), envolvendo a 

participação de receptores toll-like (TLRs) que atuam no reconhecimento de padrões 
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moleculares associado a patógenos (PAMPs) ou a danos celulares (DAMPs) (Kawai & Akira, 

2005; Mccarthy et al., 2014).  

Os principais receptores envolvidos no reconhecimento de DAMPs são os TLR2 e 

TLR4 (Erridge, 2010; Mccarthy et al., 2014). Esses receptores são responsáveis pelo início da 

resposta imune de sinalização intracelular, ativando moléculas adaptadoras MyD88 (fator de 

diferenciação mielóide em resposta primária a proteína 88) ou TRIF (receptor Toll/IL1  

contendo domínio adaptador indutor de IFN-β) (Lorne et al., 2010, Kawai & Akira, 2010), os 

fatores transcricionais NFκB (fator nuclear de transcrição κB), MAPK (proteína quinase de 

atividade mitogênica) e IRF3 (fator regulador de Interferon 3), que consequentemente levam à 

produção de citocinas inflamatórias de fase aguda ou crônica, tais como interleucina 6 (IL-6) 

e fator de necrose tumoral (TNF-α) (Dohle et al., 2003). Até o momento, nenhum estudo 

investigou os efeitos do TFR, associado ao uso de DN, sobre o estresse oxidativo e a via 

inflamatória mediada por TLRs no tecido prostático. 

Manipulações hormonais levam à interrupção dos processos normais do 

desenvolvimento da próstata e a consequência destas alterações pode acarretar efeitos 

irreversíveis na função do órgão. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar 

se o uso do DN, associado ou não ao TFR, interfere na estrutura da próstata ventral, 

favorecendo o estresse oxidativo alterando a expressão de moléculas envolvidas em vias 

relacionadas à resposta inflamatória durante a fase adulta, e ao longo do processo de 

envelhecimento. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Animais 

Ratos machos (n=56) da linhagem Sprague dawley (13 semanas de idade), obtidos do 

Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica da Universidade Estadual de Campinas 
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(CEMIB/ UNICAMP), foram mantidos no Biotério do Departamento de Anatomia do IBB-

UNESP/Botucatu, com acesso livre à ração e água filtrada e condições controladas de luz 

(12/12) e temperatura (±23ºC). Todo o experimento e os procedimentos cirúrgicos deste 

trabalho foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais do IBB/UNESP, sob o 

protocolo nº 385.  

Delineamento experimental 

Os ratos foram divididos aleatoriamente em oito grupos experimentais (n=7/grupo), 

sendo quatro grupos adultos, eutanasiados com 140-150 dias de idade; e quatro grupos 

envelhecidos, eutanasiados com 300-310 dias de idade (Figura 1). SV1: Grupo controle 

adulto, sedentário, não fizeram uso de esteroide. SV2: Grupo controle envelhecido, sedentário, 

não fizeram uso de esteroide. SD1: Grupo adulto, sedentário, fez uso de esteroide. SD2: Grupo 

envelhecido, sedentário, fez uso de esteroide. EV1: Grupo adulto, submetido ao exercício 

físico, sem uso de esteroide. EV2: Grupo envelhecido, submetido ao exercício físico, sem uso 

de esteroide. ED1: Grupo adulto, submetido ao exercício físico, fez uso de esteroide. ED2: 

Grupo envelhecido, submetido ao exercício físico, fez uso de esteroide. 

Os ratos adultos foram submetidos ao protocolo experimental por oito semanas e 

eutanasiados 48 horas após o término do protocolo. Os ratos envelhecidos foram submetidos 

ao protocolo experimental por oito semanas, durante a fase jovem-adulta, em seguida estes 

protocolos foram interrompidos e os animais foram eutanasiados com 300-310 dias (Figura 

1).  

Tratamento e Treinamento Físico Resistido 

Os grupos SD1, ED1, SD2, ED2 receberam injeções intramusculares (i.m.) de DN 

(Deca-Durabolin®, Schering-Plough, São Paulo, SP, Brazil), ao longo de 8 semanas. Foram 
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administradas duas doses de 5mg/kg peso corpóreo por semana, conforme protocolo realizado 

por Shokri et al., (2009). Esta dosagem, segundo Pope & Katz (1988), equivale à dose 

abusiva administrada por atletas, ou seja, 10 a 100 vezes maior que a dose terapêutica. Os 

grupos SV1, EV1, SV2, EV2 receberam injeções i.m. de veículo (0,2 mL/Kg peso corpóreo de 

propilenoglicol), duas vezes por semana, pelo mesmo período dos animais que receberam DN. 

Os animais dos grupos exercitados foram submetidos ao treinamento físico com 

sessões de saltos em cilindro de PVC, contendo água a 30ºC a uma profundidade de 38 cm, 

três vezes por semana, durante oito semanas consecutivas. Na primeira semana, os ratos dos 

grupos treinados passaram por período de adaptação ao exercício físico em meio líquido. 

Após a adaptação, os animais realizaram quatro séries com 10 saltos, intervaladas por 60 

segundos, com sobrecarga progressiva, de 50% do peso corporal (segunda e terceira semana), 

60% do peso corporal (quarta e quinta semana) e 70% do peso corporal (sexta, sétima e oitava 

semana), três vezes por semana. A sobrecarga de peso foi colocada na região ventral do tórax 

dos animais por meio de um colete. 

O período de oito semanas estabelecido para as injeções de DN, bem como para o 

treinamento físico, foram definidos respeitando-se o período suficiente para que ocorra uma 

espermatogênese, a qual varia de 48-56 dias (Kolasa et al., 2004; Shokri et al., 2009). Assim, 

este período foi considerado suficiente para possíveis repercussões no eixo hipotálamo-

hipófise-testículo. Os ratos foram pesados semanalmente e o consumo de água e ração foi 

mensurado diariamente. 

Processamento do material 

Os animais dos grupos adultos foram sacrificados 48 horas após a última sessão de 

saltos, e os grupos envelhecidos foram sacrificados com 300-310 dias de idade. Para a 

eutanásia, os animais foram colocados em câmara de CO2 e, na sequência, decapitados em 
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guilhotina. Órgãos do sistema genital masculino, incluindo o complexo prostático foram 

coletados e pesados. 

Parte dos lobos ventrais da próstata foi fixada em formol tamponado a 10%, incluídos 

em paraplástico (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, USA) e cortados em secções de 4 μm de 

espessura para obtenção de lâminas histológicas, as quais foram coradas com Hematoxilina-

Eosina. Outra parte da próstata ventral foi rapidamente congelada em nitrogênio líquido, 

armazenada em freezer a -80°C e destinada para a rotina de Western blot. 

Para análise histopatológica da próstata ventral, cinco lâminas por grupo (n=5) foram 

analisadas e fotografadas em microscópio AxioVision (Zeiss). As patologias foram 

identificadas conforme as classificações descritas por Shappell et al., 2004 e as ocorrências 

foram registradas em percentual (%). 

As amostras de tecido congelado foram homogeneizadas com tampão de extração 

(Trisma base 100mM/ EDTA 10mM/ Fluoreto de sódio 100mM/ Pirofosfato de sódio 10mM/ 

ortovanadato de sódio 10 mM/ PMSF 2mM/ Aprotina 0,1mg/ml). Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 4ºC por 20 minutos. As proteínas, extraídas do sobrenadante, foram 

quantificadas usando a técnica de Bradford (1976) e aplicadas em gel SDS-poliacrilamida de 

diferentes porcentagens de acordo com o peso molecular das proteínas. A eletroforese foi 

realizada em amperagem constante (50 mA) com tampão de corrida contendo SDS. 

Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose 

que foram bloqueadas por 1 hora em BSA (5%) ou leite desnatado e incubadas overnight com 

os anticorpos: TLR2 polyclonal Rb Ig - 1/300 (Abbiotec); TLR4 polyclonal Rb IgG - 1/500 

(Abcam); β-actin polyclonal Rb IgG  - 1/500 (Biorbyt);  TNF-α polyclonal Rb IgG - 1/250 

(Biorbyt); IL-6 polyclonal Rb IgG - 1/250 (Abbiotec); NOX1 polyclonal Rb IgG - 1/300 

(Biorbyt); Nrf2 monoclonal Ms IgG - 1/1000 (Abcam); MAPK Rb IgG - 1/500 polyclonal 
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(Millipore). Após lavagem, as membranas foram incubadas em anticorpos secundários 

conjugados à peroxidase (Abcam). 

A reação foi revelada utilizando-se substrato quimioluminescente (Amersham ECLTM  

Prime, GE Healthcare). Foi realizada a análise semiquantitativa de densitometria das bandas, 

realizada pelo software ImageJ 1.47, versão para Windows (National Institutes of Health, 

United States Code, USA), seguida por análise estatística. Foi utilizada a β-actina para 

normalização da leitura de intensidade da marcação da banda.  

Análise estatística 

Os dados obtidos foram inicialmente submetidos ao teste de normalidade 

Kolmogorov-Smirnov, seguido pela análise de variância (ANOVA) e pelo Teste t pareado 

para comparação dos seguintes grupos: SV vs SD; SV vs EV; SD vs ED; EV vs ED. Foram 

considerados estatisticamente diferentes, o nível de significância p < 0.05. A análise 

estatística foi realizada com o software Instat (versão 3.0 – programa GraphPad, Inc., San 

Diego, CA, USA) e para os gráficos foi utilizado o Prism (versão 5.0 programa GraphPad 

Prism® (Trial, Espanha).  

RESULTADOS 

Lesões patológicas na próstata  

Todos os grupos experimentais, com exceção do grupo adulto sedentário veículo  

apresentaram  lesões patológicas tais como alterações adaptativas celular e histopatológicas na 

próstata ventral (Tabela 1 e Figura 2).  

Em relação aos grupos de animais adultos, aqueles submetidos ao TRF e ao DN 

apresentaram ocorrência de alterações adaptativa celular e histopatológica. Em 100% dos 

animais que receberam o DN foi observada metaplasia e em 80% dos animais que receberam 
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DN e nos exercitados foram identificados neoplasias e outras patologias como focos 

inflamatórios, além de incidências de inflamação multifocal e neoplasia intraepitelial 

prostática (NIP). Além disso, 40% dos animais adultos submetidos ao TFR e 20% dos animais 

que receberam DN apresentaram ocorrência de adenocarcinoma de baixo grau (Tabela 1 e 

Figura 2). 

Nos animais envelhecidos, as lesões mais comuns identificadas em todos os grupos 

foram atrofia e metaplasia. Além disso, também foi evidenciada NIP nos grupos SV2, SD2, 

EV2, dos quais apenas o SV2 apresentou ocorrência de adenocarcinoma in situ.  

Moléculas envolvidas no processo inflamatório 

Nos animais SD1, o DN foi determinante no aumento da expressão do TLR2 (1.79-fold 

increased em SD1 vs. SV1, p = 0.010; Figura 3 B). O DN e o TFR foram determinantes no 

aumento da expressão do TLR4 (2.21-fold increased em SD1 vs. SV1, p = 0.012; 2.17-fold 

increased em EV1 vs. SV=1, p = 0.002; Figura 3 C). 

As proteínas NF-κB, IRF3, e MAPK, envolvidas nos mecanismos de resposta 

inflamatória e as citocinas (IL-6 e TNF-α) foram alteradas com os tratamentos nas diferentes 

idades (Figuras 3 e 4). Na fase adulta, os ratos que fizeram o TFR (EV1) apresentaram menor 

expressão de NF-κB (1.91-fold reduced em EV1 vs. SV1 e 4.61-fold reduced em EV1 vs. ED1, 

p = 0.003 em ambas comparações; Figura 3 D). Ao contrário, nos animais envelhecidos, o uso 

do DN e o TFR (grupos SD2 e EV2) elevaram a expressão de NF-κB (p<0.0001 em ambas as 

comparações, sendo 3.59-fold increased em SD2 vs. ED2 e 4.61-fold increased em EV2 vs. 

ED2 ; Figura 3 D).  

Em animais adultos, o TFR associado ou não ao DN (grupos EV1, ED1), induziu à 

superexpressão de IRF3 (4.57-fold increased em EV1 vs. SV1, p = <0.0001; 2.33-fold 

increased em ED1 vs. SD1 p = 0.026; Figura 3 E). Já nos animais envelhecidos, a associação 
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entre o TFR e DN (grupo ED2) reduziu a expressão de IRF3 (1.41-fold reduced em ED vs. SD 

p = 0.018; Figura 3 E). No grupo adulto, somente o tratamento com DN promoveu aumento 

na expressão da MAPK (1.18-fold increased em SD1 vs. SV1, p = 0.007; Figura 3 F); em 

contrapartida, nos animais envelhecidos e exercitados (grupo EV2), a expressão desta proteína 

diminuiu (1.42-fold reduced em EV2 vs. SV2, p = 0.018; Figura 3 F). 

De forma geral, o DN ou TFR isolados, alteraram a expressão de algumas citocinas 

pró-inflamatórias (Figura 4 A). Observou-se que o DN isoladamente foi determinante no 

aumento da expressão de TNF-α em animais adultos e envelhecidos (1.36- fold increased em 

SD1 vs. ED1, p = 0.0079 e 1.35-fold increased em SD2 vs. ED2, p = 0.003; Figura 4 B). 

Resultados semelhantes foram encontrados para a IL-6 na fase adulta nos grupos que 

receberam DN (1.91-fold increased em SD1 vs. SV1, p = 0.010; Figura 4 C). O aumento de IL-

6 também foi observado no grupo que realizou o TFR na fase adulta (1.76-fold increased em 

EV1 vs. SV1, p = 0.0002; Figura 4 C). Nos animais envelhecidos e exercitados (grupo EV2), a 

expressão desta citocina diminuiu (1.28-fold reduced em EV2 vs. SV2, p = 0.032; Figura 4 C). 

O DN isolado induziu a produção de NOX1 nos animais adultos (1.71-fold increased em SD1 

vs. SV1,  p = 0.0001; 1.35-fold increased em SD1 vs. ED1,  p = 0.0018) e nos envelhecidos 

(1.60-fold increased em SD2 vs. ED2, p= 0.002; Figuras 5 A e B). Nos animais envelhecidos e 

treinados (grupo EV2), a NOX1 também aumentou em comparação ao grupo ED2 (1.41-fold 

increased em EV2 vs. ED2, p = 0.004), apesar de ter diminuído em relação ao grupo controle 

(1.21-fold reduced em EV2 vs. SV2, p = 0.022; Figura 5 B). 

A expressão de Nrf2 foi maior apenas no grupo adulto que recebeu DN (1.96-fold 

increased em SD1 vs. SV1, p = 0.017; Figura 5 C). Ao longo do envelhecimento, os grupos 

que receberam DN e aqueles submetidos ao TFR (grupos SD2 e EV2) apresentaram redução na 

expressão de Nrf2 (1.50-fold reduced em SD2 vs. SV2, p = 0.013; 1.80-fold reduced em EV2 

vs. SV2, p = 0.001; Figura 5 C). 
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DISCUSSÃO 

Com o avanço da idade, o sistema imunológico apresenta alterações graduais nas 

células do sistema imunológico. Este sistema pode ser progressivamente ativado, gerando 

respostas inflamatórias envolvidas na fisiopatologia de doenças relacionadas à idade ou a 

fatores externos (Balistreri et al., 2009). Neste estudo observamos lesões histopatológicas 

relacionadas a alterações na expressão de moléculas envolvidas no processo inflamatório. 

Assim, animais adultos expostos ao DN e submetidos ao TFR apresentaram lesões 

patológicas na próstata ventral, as quais desencadearam a ativação do sistema imunológico 

por meio dos receptores TLR2 e TLR4. Esta ativação foi observada nos grupos que 

apresentaram lesões típicas de inflamação de fase aguda e crônica. Segundo Pradere et al., 

(2013), lesões agudas ou crônicas envolvem diretamente a ativação de TLR2 e TLR4.  

O TLR4 tem sido identificado tanto em mecanismos de resposta inflamatória como no 

favorecimento de processos tumorais (Palsson-McDermott et al., 2009;  Pradere et al., 2013). 

Além disso, a expressão deste receptor pode ser modulada pela disponibilidade de 

testosterona na próstata de ratos (Quintar et al., 2006). Nesse trabalho, animais adultos 

expostos ao DN e ao TRF apresentaram queda nos níveis de testosterona plasmática; já os 

animais adultos e tratados com DN tiveram redução dos níveis de 17-β estradiol (dados não 

mostrados). Esses resultados mostram que desequilíbrios nas taxas hormonais favorecem 

alterações na estrutura da próstata, na expressão de TLR4, e, consequentemente, ativam a 

resposta inflamatória (Leimgruber et al., 2013).  

Além do TLR4, também o TLR2 foi superexpresso no grupo SD1, sugerindo que o DN 

modula a expressão destes receptores. Embora o reconhecimento de padrões moleculares para 

a ativação dos TLR2 e TLR4 sejam similares (Akira & Takeda, 2003), estes receptores podem 

sinalizar vias distintas de moléculas precursoras da resposta imune (Kawai & Akira, 2007). 
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Assim, desequilíbrio das taxas hormonais promove alterações na estrutura da próstata ventral, 

favorecendo a ativação de TLRs, com intuito de reparar danos teciduais. 

Nossos resultados mostraram superexpressão do TLR4, e este quando é ativado pode 

sinalizar através da via canônica ou não canônica, as quais desencadeiam respostas imunes 

completamente distintas (Kawai & Akira, 2007). Os grupos adultos que realizaram o TFR 

apresentaram aumento na expressão de IL-6, apesar da redução na expressão de NFκB. A 

produção de IL-6 está diretamente relacionada à intensidade da contração muscular durante a 

atividade física (Rebillard et al., 2013). A liberação da IL-6 pode suprimir a produção de 

TNF-α, ou favorecer a progressão do processo inflamatório (Pedersen et al., 2004; Scheller et 

al., 2011). Estes relatos justificam os resultados encontrados no grupo que realizou o TFR 

(grupo EV1), o qual não apresentou alterações na expressão do TNF-α e, além disso, 

apresentou diferentes lesões inflamatórias.  

Nossos dados mostraram que o aumento da expressão da NOX1, em geral, foi 

diretamente associado à incidência de lesões patológicas, com ênfase no grupo SD1. A 

produção de EROs ocorre em processos celulares normais (Bedard & Krause, 2007).  Porém, 

o aumento acentuado na produção de EROs está associado com lesão do tecido ou danos no 

DNA que são manifestações de condições patológicas associadas com infecção ou 

envelhecimento (Bedard & Krause, 2007; Khandrika et al., 2008; Sauer et al., 2011)  

A NOX1 tem sido identificada na fase aguda e crônica de lesões patológicas na 

próstata (Bedard et al., 2007; Khandrika et al., 2008). Estudos envolvendo o câncer de 

próstata demonstraram que a produção de EROs, oriundas do metabolismo de NOX1, está 

inversamente relacionada aos níveis de andrógenos (Tam et al., 2003; Liu et al., 2009). Nesse 

contexto, o aumento na expressão de NOX1 no grupo SD1 foi acompanhado também pelas 

alterações na expressão de TLR2 e TLR4, evidenciando a ativação de resposta de reparação 

tecidual (Erridge, 2010). 
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Nossos resultados mostraram que o aumento da expressão de TLR4 foi acompanhado 

pelo aumento do IRF3, indicando ativação de via independente de MyD88. O IRF3 sinaliza a 

produção de interferons que apresentam importante papel nas respostas imunes (Sin et al., 

2012). Provavelmente, este fator promoveria alterações na produção de interferons para os 

grupos que fizeram uso de DN ou TFR, uma vez que diferentes isoformas de interferons 

foram identificadas na próstata e estão envolvidas no desenvolvimento de neoplasias (Kramer 

et al., 2007). 

Os TLR2 e TLR4 podem atuar simultaneamente nos mecanismos da fase crônica de 

processos tumorais (Pradere et al., 2003), ou isoladamente dependendo do tipo de câncer e 

órgão acometido (Hong-Zhen et al., 2009), incluindo a próstata (Gonzalez-Reyes et al., 2011; 

Hamidi et al., 2011). Nossos achados indicam que estes receptores podem ter atuado 

sinergicamente ou isoladamente na resposta de sinalização de ativação de MAPK frente às 

neoplasias malignas que acometeram o grupo SD1. Outros fatores, como o estresse oxidativo, 

a IL-1 (envolvida no processo de proliferação celular) e o TNF-α (relacionado à apoptose em 

neoplasias benignas da próstata) também podem ativar a via de sinalização da MAPK (Ricote 

et al., 2003; Ricote et al., 2004; Koul et al., 2013). Para o grupo SD1, observamos o aumento 

na produção de TNF-α e IL-6, sugerindo para o TNF-α papel limitador na progressão das 

lesões histopatológicas identificadas neste grupo.  

Provavelmente, o aumento da produção de IL-6 e TNF-α no grupo SD1 foi decorrente 

da ativação da proteína ativadora do fator transcricional AP-1, via MAPK (Mccarthy et al., 

2014). Assim, o aumento da NOX1 favoreceu a ocorrência das neoplasias em resposta à 

ativação desta via inflamatória envolvendo a MAPK, que pode ser ativada em resposta à 

estímulos estressores, como aumento na produção ROS e citocinas inflamatórias (McCubrey 

et al., 2006; Kant et al., 2011).  
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O aumento da produção de NOX1 foi acompanhado pelo aumento de Nrf2 no grupo 

SD1, evidenciando mecanismo de compensação para eliminação de EROs. O Nrf2 é o 

principal fator regulador da produção excessiva de EROs (Gupte et al., 2013). Além disso, os 

resultados avaliados mostraram que não houve alteração significativa na expressão de NFκB 

para este grupo. Isto deve estar diretamente associado ao aumento na produção de Nrf2, já que 

este fator atua na regulação da ativação do NFκB (Kim et al., 2010). 

Para alguns parâmetros avaliados, os efeitos do uso de DN e do TFR foram reduzidos 

com o período de interrupção do tratamento, ou seja, algumas alterações observadas foram 

imediatas e não persistiram ao longo do envelhecimento. 

Nos animais envelhecidos não foram observadas alterações na expressão dos 

receptores TLR2 e TLR4. Certamente, estes resultados têm relação direta com a baixa 

incidência de neoplasias pré-malignas, uma vez que os TLR2 e TLR4 estão envolvidos na 

resposta imediata ao processo inflamatório, nos mecanismos de reparação tecidual ou em 

processos tumorais (Gonzalez-Reyes et al., 2011; Pradere et al., 2013). 

Os animais envelhecidos tratados com DN isoladamente e os que haviam realizado o 

TFR (grupos SD2 e EV2) tiveram aumento na produção de NOX1, acompanhada pela redução 

de Nrf2. A expressão do NFκB também aumentou nos animais que receberam DN e 

realizaram o TFR, independentemente dos TLRs. Além disso, foram observados, para alguns 

grupos, aumento na produção de TNF-α (grupo SD2) e redução na expressão de IL-6 (grupo 

EV2). O TNF-α pode ser produzido independente da ativação do TLR4 e, além disso, a 

produção de IL-6 e TNF-α tem relação direta com a idade (Agrawal et al., 2006; Balistreri et 

al., 2009).  Nossos dados sugerem que a ativação do NFκB ocorreu independente da alteração 

na expressão de TLRs, por meio das vias alternativa e atípica de ativação de NFκB. Estas vias 

podem ser sinalizadas pela ativação de membros específicos de TNFs ou outras citocinas pró-

inflamatórias e pelo estresse celular (Hayden, & Ghosh, 2004; Lee et al., 2007). 
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Neste trabalho foram discutidas alterações neoplásicas e moleculares na próstata de 

animais tratados com DN e submetidos ao TFR. No entanto, animais que associaram o uso de 

DN com TFR também apresentaram alterações histopatológicas e na expressão de algumas 

proteínas na próstata, como NFκB, IRF3, TNF-α e NOX1. Provavelmente, estas alterações 

favorecerão o surgimento de neoplasias malignas com o avançar da idade, pois o NFκB e 

TNF-α podem atuar nos processos apoptóticos do câncer (Pradere et al., 2013), e 

desempenhar ação pró-apoptótica em neoplasias benignas da próstata (Ricote et al., 2003).  

Além disso, os animais adultos e envelhecidos que fizeram o TFR e receberam o DN (grupos 

ED1 e ED2) apresentaram lesões na próstata, com prevalência de metaplasia. Alterações 

estruturais na próstata de animais submetidos ao TFR associado ao DN podem ser atribuídas 

ao exercício físico isoladamente (Shokri et al., 2010) ou aos efeitos isolados do próprio DN 

(Takahashi et al., 2004; Karbalay-Doust, 2006; Chung  et al., 2007). 

Quando o DN e o TFR estão associados, podem estabelecer mecanismos de 

compensação, já que durante a atividade física resistida há redução dos níveis de testosterona 

circulante (Hackney et al., 2001), e o DN, por ser um EAA (Clark et al., 1997), pode 

momentaneamente repor os níveis de andrógeno, amenizando os efeitos imediatos na próstata, 

simulando um falso e momentâneo efeito benéfico à glândula. 

 Desta forma, concluímos que o DN, associado ou não ao TFR, ativa vias relacionadas 

ao processo inflamatório em resposta às alterações morfológicas e fisiológicas na próstata 

ventral de ratos adultos e envelhecidos. Segundo nossos dados, não somente o DN, mas 

também a modalidade de atividade física resistida promovem mudanças irreversíveis na 

morfofisiologia da próstata. Esses achados poderão trazer novas perspectivas para os adeptos 

dentro da interface hormônio-atividade física. 
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Figura 1 – Delineamento experimental. Os grupos experimentais foram dispostos da seguinte forma: SV – 
sedentário + veículo; SD – sedentário + decanoato de nandrolona; EV – exercício + veículo; ED – exercício + 
decanoato de nandrolona; 1 – adultos; 2 – envelhecidos; # - Eutanásia. Período de tratamento correspondente a 8 
semanas e interrupção do tratamento após a 21 semana.  
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Tabela 1 – Percentual de lesões patológicas identificadas na próstata ventral de ratos. 

 

Histotipos (%) SV1 SD1 EV1 ED1 SV2 SD2 EV2 ED2 

Foco inflamatório (FI) - 80 80 40 20 - - 40 

Inflamação multifocal (IM) - 20 40 - 20 - - 20 

Atipia reacional inflamatória (ARI) - - 20 - - - - 20 

Metaplasia (MP) - 100 80 100 100 80 80 100 

Atrofia (AT) - 40 60 60 40 80 40 60 

Hiperplasia (HP) - 20 20 60 - 20 - - 

Neoplasia intra-epitelial (NIP) - 20 20 - 20 20 20 - 

Adenocarcinoma (AC) - 20 40 20 20 - - - 

Dados expressos em % sendo n=5/ grupo. Ausência de alterações patológicas ( - ). 1) rato com 90 dias de idade, 2) 

ratos com 300 dias de idade.  
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Figura 2: Lesões histopatológicas na próstata ventral. Imagens representativas das lesões visualizadas nos 
grupos: adultos e envelhecidos. Em destaque a coloração de H&E foi utilizada para visualização de estroma e 
núcleo. Ep e cabeça de seta – epitélio; Es – estroma; Lu – Lúmen. A) Controle, (B) Foco inflamatório, (C) 
Inflamação multifocal, (D) Atipia reacional inflamatória epitelial, (E)  Metaplasia, (F) Atrofia epitelial, (G) 
Hiperplasia, (H) Neoplasia intra-epitelial,(I) Adenocarcinoma microinvasivo. 
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Figura 3 - Expressão das proteínas TLR2, TLR4, NFκB, IRF3, MAPK e β-actina (A). TLR2 (B), TLR4 (C), 
NFᴋB (D), IRF3 (E) e MAPK (F). Os símbolos representam diferenças estatísticas entre as seguintes 
comparações: * (SV vs SD); (SV vs EV) e # (SD vs ED); (EV vs ED). Todos os dados foram submetidos à 
Anova.  
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Figura 4 - Expressão das proteínas TNF-α e IL-6 (A). TNF-α (B), IL-6 (C). Os símbolos representam diferenças 
estatísticas entre as seguintes comparações: * (SV vs SD); (SV vs EV) e # (SD vs ED); (EV vs ED). Todos os 
dados foram submetidos à Anova.  
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Figura 5 - Expressão das proteínas NOX-1 e Nrf2 (A). NOX-1 (B), Nrf2 (C). Os símbolos representam 
diferenças estatísticas entre as seguintes comparações: * (SV vs SD); (SV vs EV) e # (SD vs ED); (EV vs ED). 
Todos os dados foram submetidos à Anova.  
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RESUMO 

O Decanoato de nandrolona (DN) é um esteroide androgênico anabolizante (EAA) que 

em altas doses pode promover desequilíbrio nas taxas hormonais e comprometer o 

funcionamento de órgãos dependentes de andrógenos. Este estudo foi realizado com intuito de 

avaliar efeitos do DN, isolado ou associado à prática de treinamento físico resistido (TFR), 

sobre a morfofisiologia da próstata ventral de ratos adultos e envelhecidos. Os ratos da 

linhagem Sprague-dawley foram divididos em quatro grupos experimentais (n=7): sedentário 

com e sem DN, treinados com e sem DN. Todos os grupos foram tratados durante a fase 

adulta por oito semanas, neste período, realizaram o TFR (saltos em água) e receberam o DN 

duas vezes/ semana (5 mg/Kg). Após este período, o tratamento foi interrompido. Os ratos 

adultos foram eutanasiados imediatamente, e os envelhecidos somente aos 300 dias de idade. 

O sangue foi coletado para avaliar os níveis plasmáticos de testosterona e estradiol; e, a 

próstata ventral foi processada para análises morfométrica e moleculares para avaliar os 

receptores de andrógeno (AR) e estrógenos (ERα e ERβ). Animais adultos e envelhecidos, 

expostos aos diferentes tratamentos, tiveram redução de testosterona. O estradiol aumentou 

em todos os grupos tratados com DN. Os animais adultos tratados apresentaram redução na 

altura do epitélio e aumento na expressão dos ERα e ERβ apenas nos grupos que receberam 

DN. Para os animais envelhecidos, houve redução na expressão de AR no grupo treinado e de 

ERβ em todos os grupos tratados. Identificamos que os fatores DN e TFR, isolados ou 

combinados, alteram a morfofisiologia da próstata ventral. Assim, DN e a modalidade TFR 

alteram os níveis hormonais plasmáticos e dos receptores androgênicos e estrogênicos na 

próstata, refletindo na homeostasia desse órgão. 
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INTRODUÇÃO 

O DN é um esteroide androgênico anabolizante (EAA) (Clark & Henderson, 2003; 

Shokri et al., 2009), que vem sendo usado de forma ilícita por atletas e não atletas, associado 

ao exercício físico, com intuito de aumentar a massa, força e resistência muscular (Dohle et 

al., 2003). O uso indiscriminado deste EAA pode ocasionar efeitos adversos, inclusive em 

órgãos do sistema genital masculino dependentes de andrógenos (Socas et al., 2005, 

Karbalay-Doust & Noorafashan, 2006). Além do DN, também a atividade física, dependendo 

de sua intensidade e duração, pode alterar os níveis de testosterona circulante (Hackney, 

2001). 

O desequilíbrio nos níveis de andrógenos e estrógenos compromete o funcionamento 

da próstata (Cunha et al., 1992; Berry, Maitland, & Collins, 2008). Estes hormônios atuam 

por meio de receptores específicos, incluindo o receptor de andrógeno (AR), e os receptores 

de estrógenos α e β (ERα e ER β) (Sugiyama et al., 2010). A ação dos andrógenos na próstata 

está associada ao equilíbrio nos mecanismos de proliferação e diferenciação das células 

epiteliais, já os estrógenos atuam nos mecanismos normais e patológicos da próstata 

(Cunha et al., 1987; Hayward & Cunha, 2000; McPherson, Ellem, & Risbridger, 2008). 

Alterações na expressão dos receptores de andrógenos e estrógenos podem favorecer a 

ocorrência de lesões na próstata (Berry, Maitland, & Collins, 2008, Gibson & Saunders, 

2012).  Estas alterações podem ocorrer naturalmente ao longo do processo de envelhecimento, 

ou pelo uso de substâncias que atuam como moduladoras sobre a expressão dos receptores 

hormonais (Dohle, Smit, & Weber 2003; Bhasin et al., 2006). 

Tendo em vista que o DN e o exercício físico podem alterar os níveis de hormônios 

circulantes no organismo, propusemos nesse trabalho avaliar os efeitos do DN em altas doses, 

associado ou não à prática de exercício físico resistido, na morfofisiologia da próstata de 

animais adultos e envelhecidos. 
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METODOLOGIA 

Para este estudo foram utilizados 56 ratos machos (13 semanas de idade), virgens, da 

linhagem Sprague dawley, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigação 

Biológica da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/ UNICAMP). Os animais foram 

mantidos no Biotério do Departamento de Anatomia do IBB-UNESP/Botucatu, em condições 

adequadas de luminosidade (12h ciclo claro/escuro) e temperatura (23ºC). Durante todo 

período experimental, os animais receberam ração (Nuvilab) e água ad libitum. O protocolo 

experimental está de acordo com os princípios éticos na experimentação animal adotado pelo 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais do IBB/UNESP (Protocolo nº 385). 

Grupos experimentais 

Os animais foram divididos em oito grupos experimentais (sete animais/grupo) de 

acordo com seus respectivos tratamentos e faixas etárias. Dados apresentados na Figura 1. 

Os grupos SV e EV receberam injeções intramusculares de veículo (0,2 ml/Kg peso 

corpóreo de propilenoglicol), enquanto que os grupos SD e ED receberam injeções 

intramusculares (i.m.) de EAA, administradas duas vezes por semana (totalizando 10 

mg/kg/semana) no período da manhã, ao longo de oito semanas, conforme protocolo realizado 

por Shokri et al.,. (2009). Esta dosagem, segundo Pope & Katz (1988), equivale à dose 

abusiva administrada por atletas, ou seja, 10 a 100 vezes maior que a dose terapêutica. 

 

Treinamento físico resistido  

Os animais foram submetidos a sessões de saltos em cilindro de PVC, contendo água a 

30ºC (Harri & Kuusela, 1986) a uma profundidade de 38 cm. Inicialmente, os grupos dos 

animais treinados passaram por período de adaptação e, posteriormente, foram submetidos ao 
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treinamento com sobrecarga final de 70% do peso corpóreo (Tabela 1). A sobrecarga foi 

colocada em um colete fixado na região ventral do tórax dos animais. 

 O protocolo do treinamento foi realizado durante oito semanas sendo três 

vezes/semana. Os animais eram submetidos a quatro séries de 10 repetições com intervalos de 

60 segundo para repouso. Os grupos sedentários eram colocados em recipientes com água 

rasa (30ºC) com o intuito de simular o estresse do contato com a água. 

O período de oito semanas estabelecido para o protocolo experimental foi definido 

respeitando-se o período suficiente para que ocorra uma espermatogênese (48-56 dias) 

(Kolasa et al., 2004; Shokri et al., 2009). Assim, acreditamos que esse intervalo de tempo do 

tratamento seja o mínimo necessário para possíveis repercussões no eixo hipotálamo-hipófise-

testículo. 

Processamento do material 

Os animais foram submetidos à câmara de CO2 e guilhotinados para eutanásia e coleta 

de sangue para dosagem hormonal. Os ratos adultos foram eutanasiados 48 horas (Greiwe et 

al.,., 1999) após a última sessão de saltos, já os animais em processo de envelhecimento  

foram eutanasiados com aproximadamente 43 semanas, conforme figura 2. Os animais foram 

pesados ao longo do período experimental. 

A próstata ventral foi dissecada, fixada em formalina tamponada 10% e incluída em 

paraplástico (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, USA). Em seguida foi realizada microtomia com 

cortes de 4 μm de espessura, os quais foram corados em Hematoxilina e Eosina e destinados 

às análises morfométricas.Outra parte do órgão foi imersa em nitrogênio líquido e armazenada 

em freezer -80ºC para a rotina de Western blotting.  
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Dosagem hormonal 

Amostras de sangue foram coletadas, por ruptura dos vasos cervicais, em tubos 

heparinizados, os quais foram centrifugadas por 20 min. O plasma sanguíneo foi armazenado 

em Bio Frezeer (-80o). Os níveis de testosterona e 17-Beta estradiol foram determinados 

usando a técnica Enzyme-Linked Immunosorbent Assays (ELISA). 

Morfometria 

A captura das imagens e as medidas da altura do epitélio prostático foram realizadas 

no programa AxioVision (Zeiss), em aumento de 400X. Foram obtidas imagens de 10 campos 

aleatórios da região intermediária, sendo realizadas três medidas/campo em cinco 

animais/grupo. 

Western blotting 

Para o processamento da eletroforese, as amostras foram homogeneizadas em tampão 

de extração contendo Tris 0,05M pH 7,5, Triton X100, NaCl e inibidores (proporção de 30 

mg de tecido/100l de tampão de extração). Os homogenatos centrifugados e os 

sobrenadantes resultantes foram distribuídos aleatoriamente para obtenção de três pools (n=6) 

sendo armazenados em freezer -80ºC. Posteriormente, os pools foram descongelados e 

aplicados em gel SDS-poliacrilamida de 10 e 12%. Após a realização da eletroforese, os 

“spots” correspondentes às proteínas foram eletrotransferidos para membrana de 

nitrocelulose.  Em seguida, a membrana foi bloqueada por 1 hora em leite em pó desnatado a 

5%, e incubada com os seguintes anticorpos e diluições: β actina (1:500),  AR (1:500), Erα 

1:250) e Erβ (1:500). A membrana foi lavada em tampão TBS-T e incubada com o anticorpo 

secundário conjugado à peroxidase, anti rabbit Abcam 1:20000 (β actina, AR, Erα, Erβ) por 2 

horas. Após a lavagem a reação foi revelada utilizando-se substrato quimioluminescente para 



55 

 

 

Western blotting (AMERSHAM ECLTM PRIME, GE Healthcare). Os dados foram 

normalizados com a proteína β-actina e expressos em porcentagem. 

Análise Estatística 

Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Kolmogorov-

Smirnov), em seguida, todos os dados foram avaliados pela análise de variância (Anova). Para 

as análises semi quantitativas de Western bloting e as avaliações dos níveis de testosterona e 

estradiol aplicou-se o pós-teste Tuckey Kramer. Já para os dados morfométricos foram 

analisados pelo pós-teste Kruskal-Wallis, Para todas as análises estatísticas foram 

consideradas as seguintes comparações: SV vs SD; SV vs EV; SV vs SD; SD vs ED; EV vs 

ED,  sendo considerado estatisticamente significativo p<0,05. 

A análise estatística foi realizada no programa Instat (versão 3.0; GraphPad, Inc., San 

Diego, CA, USA), já os resultados foram expostos em gráficos elaborados no programa 

Graphpad Prism 4.02 Updater. 

 

RESULTADOS  

Dosagem hormonal e Receptores  

Nossos resultados mostraram que a atividade física foi determinante na diminuição 

dos níveis plasmáticos de testosterona, nas diferentes idades (Figura 2 A). E os grupos adultos 

e envelhecidos tratados com DN, apresentaram níveis reduzidos de estradiol (Figura 2 B). 

A análise da expressão do AR, ERα e ERβ estão representadas nas Figuras 3 A-D. A 

expressão do AR manteve-se semelhante entre os grupos adultos tratados em comparação ao 

controle; e nos grupos envelhecidos, o AR manteve-se próximo dos níveis do grupo controle, 

com exceção do grupo EV2 que teve sua expressão diminuída (Figura 3 B). Houve aumento 

da expressão dos ERs α e β nos ratos adultos tratados com DN (SD1 e ED1) (Figura 3 C e D). 
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Os animais envelhecidos tratados apresentaram redução na expressão apenas do ERβ (Figura 

3D). 

 

Análise morfométrica 

Os dados referentes à altura do epitélio prostático estão representados na Figura 4. Nos 

animais adultos, todos os grupos submetidos aos diferentes tratamentos apresentaram redução 

da altura epitelial em comparação ao controle (Figura 4 A). Nos envelhecidos não foram 

observadas alterações significativas. 

DISCUSSÃO 

Nossos resultados mostraram que a atividade física foi determinante na diminuição 

dos níveis plasmáticos de testosterona. Estudos relatam que a elevação ou depressão dos 

níveis de testosterona circulantes estão relacionadas à intensidade e duração da atividade 

física (Hackney, 2001). Resultados de uma pesquisa, relacionando níveis de testosterona com 

treinamento físico, mostraram que a concentração de testosterona circulante de atletas foi 

mais baixa se comparada à de indivíduos sedentários, já o nível de LH, cortisol e prolactina 

não apresentaram alterações significativas (revisão realizada por Liu et al., 2009). 

De acordo com Hackney (2001), o exercício com intensidade moderada a forte, resulta 

em queda dos níveis de testosterona, pois segundo os autores o exercício leva à diminuição do 

fluxo sanguíneo testicular e, consequentemente, à redução na produção e secreção da 

testosterona endógena. Por outro lado, os baixos níveis de testosterona poderiam ter efeitos 

protetores para o coração e vasos sanguíneos, diminuindo o risco de doenças coronarianas. 

Os grupos de animais envelhecidos, submetidos ao treinamento físico na juventude, 

mantiveram os baixos níveis de testosterona, similar ao dos animais adultos. Assim, segundo 
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nossos dados, o efeito do exercício sobre a baixa produção de testosterona persistiu durante o 

processo de envelhecimento. 

O nível de testosterona circulante não foi alterado em animais adultos tratados com 

DN se comparados aos animais do grupo controle. Entretanto, houve queda da concentração 

de testosterona nos animais envelhecidos que receberam DN na juventude. Assim, nossos 

dados mostraram que quando a administração de DN foi interrompida os níveis de 

testosterona reduziram. Possivelmente, os níveis de testosterona permaneceram normais nos 

animais adultos, por causa da administração exógena do hormônio. Quando a fonte exógena 

foi interrompida, houve queda abrupta dos níveis séricos de testosterona. 

Estudos anteriores, mostraram que a administração de EAA leva à queda na 

concentração de testosterona (Calzada et al., 2001, Chung et al., 2007).  Provavelmente, os 

efeitos no eixo hipotálamo-hipófise-gônada que regulam a produção de testosterona podem 

persistir por um longo período. 

Os níveis de estradiol diminuíram nos grupos adultos e envelhecidos, tratados com 

DN. De acordo com o discutido por Chung et al., (2007), o DN pode ser considerado um 

andrógeno puro que age sozinho nos receptores de andrógeno, mas esse hormônio sintético é 

minimamente convertido em estradiol e seu metabólito 5 α reduzido tem atividade 

androgênica pouco efetiva, levando, à redução dos níveis de estradiol quando há 

administração de DN.  Assim, os efeitos dos esteroides exógenos podem competir com os 

endógenos, devido às diferenças na susceptibilidade à aromatização e na capacidade de 

conversão em DHT. 

A expressão do AR manteve-se próxima dos níveis dos grupos controle independente 

do tratamento, com exceção do grupo EV2 que teve sua expressão diminuída. Assim, a queda 

dos níveis plasmáticos de testosterona, obervada em nossos resultados, não foi acompanhada 

pela diminuição na expressão do AR. Trabalhos relatam que baixos níveis circulantes de 
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testosterona em homens com câncer de próstata, recentemente diagnosticados e não tratados, 

foram correlacionadas com maior expressão de AR (Heinlein & Chang, 2004). 

A biossíntese de estrógenos, geralmente, ocorre a partir de um substrato androgênico, 

através da aromatização desse hormônio pela enzima aromatase (O’ Donnell et al., 2001; 

Risbridger et al., 2007). Os efeitos estrogênicos na próstata são resultados da ligação desses 

hormônios com receptores estrogênicos específicos  e  (ER, ER), os quais são 

predominantemente expressos no estroma e no epitélio, respectivamente (Risbridger et al., 

2001; Cunha et al., 2002). Segundo Risbridger et al., (2007), a resposta estrogênica completa 

no tecido prostático requer mecanismos parácrinos, tanto mediados por receptores α do 

estroma bem como receptores  do epitélio. 

Nossos resultados mostraram que os grupos SD1 e 2 e ED1 e 2, todos submetidos ao 

tratamento com DN, tiveram os níveis plasmáticos de estradiol reduzidos, em contraste com o 

aumento da expressão dos ERs nos grupos adultos. Segundo revisado por Sugiyama et al., 

(2010), na próstata, a DHT é metabolizada em 3βAdiol, um metabólito estrogênico que não 

requer aromatase para a sua síntese. O 3βAdiol é abundante na próstata e é um ligante natural 

do ERβ (Morani et al. 2008). Assim, 3βAdiol tem afinidade pelos ERs, em especial, ativa o 

ERβ, podendo ser considerado mediador da ação antiproliferativa do ERβ. Em conjunto, o 

AR, ERα, ERβ e o 3βAdiol são os principais responsáveis pela regulação bioquímica da 

próstata (Sugiyama et al., 2010). 

Nos animais adultos, observamos alterações semelhantes na expressão dos Erα e β. 

Experimentos caracterizaram o importante envolvimento dos ERα nos mecanismos 

prostáticos, conjuntamente às ações exercidas pelos ER, sendo os efeitos estrogênicos 

produto de um balanço dinâmico entre ERα e ER (Weihua et al., 2002). 
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Nos animais envelhecidos houve redução da expressão ERβ em todos os grupos 

experimentais (SD2, EV2 e ED2). A função destes receptores na próstata está relacionada à 

diferenciação e homeostasia do epitélio (Imamov et al., 2004). 

Normalmente, a redução destes receptores tem relação direta com o processo de 

envelhecimento, sendo esperada a diminuição da expressão dos ERβ. Durante este período, a 

queda na expressão destes receptores pode levar a processos patológicos tais como PIN 

(Böttner & Jarry, 2013). Sendo assim, a redução do ERβ nos animais tratados em comparação 

ao grupo controle pode ser devido às consequências ocasionadas durante o período de 

tratamento na fase adulta. 

Estudos realizados por Jiahua et al., (2005) identificaram redução de mRNA  para 

ERβ na próstata de cães envelhecidos. Esta diminuição foi observada no epitélio e no estroma. 

Sugere-se, que as taxas de células epiteliais e estromais têm relação direta com a idade, 

implicando na expressão destes receptores e favorecendo o surgimento de neoplasias. Assim, 

nossos resultados mostraram que, as alterações na expressão do ERβ têm sido consideradas 

normais ao longo do envelhecimento. No entanto, o tratamento pode ter acentuado a redução 

na expressão destes receptores. 

Com relação as análises morfométricas do epitélio verificou-se nos animais adultos, 

que todos os grupos submetidos aos diferentes tratamentos apresentaram redução da altura 

epitelial em comparação ao controle. Nos envelhecidos não foram observadas alterações 

significativas. 

A diminuição observada na altura do epitélio está relacionada aos baixos níveis de 

testosterona endógena observada nesses grupos. Os principais andrógenos, envolvidos no 

desenvolvimento da próstata, são a testosterona e a diidrotestosterona (DHT), as quais agem 

mediadas pelo AR (Cunha et al., 1992). Os andrógenos regulam a proliferação e a 

diferenciação das células epiteliais (Cunha et al., 1987), bem como a morte celular 
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programada (Isaacs, 1984; Kyprianou & Isaacs, 1988). Assim, na próstata normal há 

equilíbrio nas taxas de morte celular e proliferação celular. 

Apesar do grupo SD1 não ter apresentado diferença significativa nos níveis de 

testosterona plasmática, houve tendência na queda de concentração deste hormônio no 

sangue, como já discutido, anteriormente, os efeitos dos esteroides exógenos podem competir 

com os esteroides endógenos, porém há diferenças na forma de atuação de ambos (Chung et 

al., 2007). Assim, a administração de DN manteve os níveis, aparentemente, normais de 

testosterona no grupo SD1, no entanto sua capacidade de conversão em DHT difere da 

testosterona endógena. 

De forma geral, o DN, associado ou não ao treinamento físico resistido, durante a fase 

pós-púbere, interferiu na morfofisiologia da próstata do adulto e ao longo do processo de 

envelhecimento. Não só o DN, mas também a modalidade de atividade física resistida alteram 

os níveis hormonais que refletem na homeostasia da próstata ventral. 
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Tabela 1 - Protocolo de treinamento fisico resistido (TFR). 
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Figura 1 - Delineamento experimental – Disposição dos grupos experimentais. SV – sedentário + veículo; SD – 
sedentário + decanoato de nandrolona; EV – exercício + veículo; ED – exercício + decanoato de nandrolona; 1 – 
adultos; 2 – envelhecidos; # - Eutanásia. 
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Figura 2 - Níveis de testosterona (A) e estradiol (B). Os dados foram submetidos a análise de variância 
(ANOVA), e aplicado o pós  teste Tukey Kramer, sendo considerado p ≤ 0,0001.  * (SV vs SD; SV vs EV; SV vs 
ED). #(SD vs ED; EV vs ED). 
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Figura 3 – Análise da expressão dos receptores de andrógenos (B) e estrógenos α (C) e β (D). Os dados foram 
submetidos a análise de variância (ANOVA), e aplicado o pós teste Tukey Kramer, sendo considerado p≤0,05.  * 
(SV vs SD; SV vs EV; SV vs ED). #(SD vs ED; EV vs ED). 
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Figura 4. A - Análise morfométrica da altura do epitélio na próstata ventral de ratos adultos e envelhecidos. Os 
dados foram submetidos a análise de variância (Anova), e pelo pós-teste Kruskal Wallis, sendo considerado 
p<0.05. * (SV vs SD; SV vs EV; SV vs ED). #(SD vs ED; EV vs ED). B-I - Histologia da próstata ventral de 
ratos adultos (A , B, C, D) e envelhecidos (E, F, G, H) representado em ambos os respectivos grupos: sedentário 
veículo (SV) e com DN (SD), exercitados veículo (EV), e  com DN (ED). Ep e cabeça de seta – epitélio; Es – 
estroma; Lu – Lúmen. 

4. A 
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5. CONCLUSÕES  

 De forma geral, concluímos que o DN, associado ou não ao TRF, durante a fase pós-

púbere, interfere na morfofisiologia da próstata do adulto e ao longo do processo de 

envelhecimento. 

 Para alguns parâmetros avaliados, os efeitos do DN e do TFR foram reduzidos com o 

período de interrupção do tratamento, porém, algumas alterações persistiram na 

próstata envelhecida, mesmo após o tratamento ter sido interrompido. 

 Não só o DN, mas também a modalidade TFR levam a mudanças importantes na 

homeostase do organismo, alterando os níveis hormonais e ativando vias relacionadas 

ao processo inflamatório que refletem em alterações na morfofisiologia da próstata. 
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APÊNDICE A 

 

 

Figura 1. A: Indice da frequência de células positivas para  p63 na prostata ventral de ratos. * (SV vs SD; SV vs 
EV; SV vs ED) # (SD vs ED; EV vs ED). Os dados foram submetidos a análise de variância (Anova), e pelo pós 
teste Kruskal Wallis, sendo considerado p< 0.05. B-I: Imunoistoquimica de p63 na próstata ventral de ratos: 
adultos (A, B, C, D) e envelhecidos (E, F, G, H). Representado em ambos os respectivos grupos: sedentário 
veículo (SV) e com DN (SD), exercitados veículo (EV) e com DN (ED). Ep e cabeça de seta – epitélio; Es – 
estroma; Lu – Lúmen; seta – núcleos positivos para p63. 

1. A 
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Imunoistoquímica de p63 

 

A análise da imunorreatividade para p63 está representada nas Figuras 1. 

As alterações no índice de p63 foram observadas apenas nos envelhecidos que foram 

exercitados (EV2) (Figura 1 A). 

O p63 é necessário para o desenvolvimento das células basais na próstata (Sabbisetti et 

al., 2009). Sendo assim, neste trabalho os resultados mostraram que os animais submetidos 

aos diferentes tratamentos não sofreram alterações diretas no número de células positivas para 

o p63, com exceção dos animais treinados no grupo dos envelhecidos (Figura 1 A). Ou seja, 

houve alterações mínimas no número de células basais p63 positivas entre os grupos 

experimentais adultos e envelhecidos (Figura 1 B-I). 

Como já discutido anteriormente alguns tipos de exercício físico levam à queda do 

nível de testosterona circulante (Hackney, 2001). Considerando estudos prévios, o p63 tem 

papel importante na regulação, desenvolvimento e diferenciação do epitélio prostático 

(Whelhua et al. 2001), portanto a alteração encontrada no grupo EV2 sugere relação com a 

redução do epitélio prostático e no número de células luminais, devido a atuação destas 

proteínas na homeostasia epitelial (Imamov et al., 2005). 

Heinlein & Chang (2004) relataram que ratos machos adultos submetidos à castração, 

perderam 70% das células epiteliais secretoras da próstata, devido à apoptose e à redução dos 

níveis de DHT, porém as populações de células basais epiteliais e estromais foram 

relativamente pouco afetadas. Esses dados podem explicar porque, em nosso experimento, 

observamos poucas alterações na frequência das células basais. 
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APÊNDICE B 

Tabela 1.  Parâmetros biométricos para peso corporal e dos órgãos do sistema genital. 

 SV1 SD1 EV1 ED1 SV2 SD2 EV2 ED2 

Ganho de peso Corporal (g), 52.9 ± 8.0 -6.4 ±3.7* 29.3 ± 6.4# -18.6 ± 7.7* 196.4 ± 22.8 182.9 ± 20.8 166.4 ± 17.7 142.1± 9.0 

Peso Próstata 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 Próstata ventral (%) 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 Testículo 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 Testículo 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 epidídimo 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 epidídimo 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 epididimária (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 

epididimária (%) 

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 

Os símbolos representam: “*”Os símbolos representam: “*” em comparação ao respectivo controle, e “#” em comparação à variável em comum. p < 0.05  
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1. Peso corpóreo e relativo dos órgãos do sistema genital masculino 

 

Os animais adultos que receberam DN apresentaram redução do peso corpóreo quando 

comparados ao grupo controle (Tabela 1), esses dados concordam com resultados 

previamente descritos, para altas doses de DN (Teseng, et al., 1994; Bauman, Richerson & 

Britt, 1998). Há relatos na literatura que descrevem o efeito do DN como sendo dependente da 

dose administrada, assim, o uso de esteroides em baixas doses leva ao ganho de peso corpóreo 

(Choo, Emery & Rothwell, 1991). Os mecanismos envolvidos na redução do peso corpóreo, 

decorrentes de doses suprafisiológicas de EAA, estão relacionados à redução da produção de 

testosterona endógena e ao aumento da oxidação lipídica (Hickson & Kurowski, 1986; 

Guzmán et al., 1991). 

Associada à redução do peso corpóreo, foi observada redução do peso da gordura 

epididimária nos animais adultos que fizeram uso de DN (Tabela 1). Relatos anteriores 

mostraram que a gordura abdominal é alvo de andrógenos e que há alteração no peso desta 

gordura abdominal quando animais são tratados com andrógenos (Serazin-Leroy et al., 2000). 

Sabe-se que os adipócitos apresentam receptores de andrógenos (Pergola et al., 1990) e que 

há relação entre a produção de tecido adiposo e os andrógenos, bem como semelhança na 

função da gordura abdominal e epididimária (Serazin-Leroy et al., 2000). 

Na fase adulta, houve aumento do peso da próstata ventral dos animais que fizeram 

uso de DN (Tabela 1). Resultados semelhantes foram observados em ratos hipertensos 

tratados com DN (Tseng et al., 1994). Segundo Takahashi et al., (2004), foi possível observar 

hipertrofia prostática nos níveis macro e microscópicos tanto em ratos que receberam 

associação de diferentes EAAs como em ratos que foram tratados apenas com DN (8,33 x 10-2 

mg/g). Em contraste, Karbalay-Doust & Noorafshan (2006) verificaram redução no peso e no 
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volume da próstata após 14 semanas de uso do DN (3 mg/kg). Esta discrepância de resultados 

está relacionada com diferenças no período e dose da administração do DN. 

A diminuição do peso dos testículos observada nos animais dos grupos EV1 e ED1 

(Tabela 1), também foram descritas por Shokri et al., (2009). Os autores discutiram que o uso 

de andrógenos exógenos suprime os níveis dos hormônios FSH e LH da hipófise, afetando o 

desenvolvimento dos testículos.  Sendo assim, os andrógenos exógenos exercem efeito 

feedback negativo no eixo hipotálamo-hipófise-gônada que resultam na supressão da 

testosterona endógena, assim, a queda nos níveis intratesticulares de testosterona leva à atrofia 

testicular (Feinberg, Lumia & McGinnis, 1997). 

Além do uso de DN, a atividade física também reduziu o peso dos testículos. Alguns 

autores sugerem que, durante o exercício físico, o fluxo de sangue para os testículos é 

reduzido, esta redução leva à queda dos níveis de secreção da testosterona, consequentemente, 

afeta a estrutura dos testículos (Hackney, 2001). Neste trabalho, observamos a queda da 

testosterona circulante nos animais exercitados. 

Entre os grupos de animais envelhecidos, não houve diferença, significativa, para o 

peso corpóreo ou dos órgãos avaliados e para o peso da gordura epididimária. Para estes 

parâmetros avaliados, o tempo de interrupção dos treinamentos e da administração de DN foi 

suficiente para reverter alterações promovidas pelo DN e exercício físico. 
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ANEXO A 

 

 


