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Resumo: Os hormonios esterdides anabdlico-androgénicos (EAA) compreendem a testosterona e
seus derivados. Atletas e ndo atletas interessados em aumentar o desempenho esportivo, a forga, a
aparéncia fisica e a massa muscular tém utilizado esterdides anabdlico-androgénicos sintéticos
(EAAs) sem indicacdo médica. O uso de EAAs pode causar cancer de prdstata, doenga coronariana e
esterilidade. No presente trabalho, avaliou-se os efeitos de altas doses de decanoato de nandrolona, do
exercicio fisico resistido e da interacdo desses fatores sobre os lobos prostiticos de ratos machos
adultos. Vinte ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos experimentais e tratados e
pesados por oito semanas: Esteréide + Exercicio (EE), Sedentario + Esteréide (ES), Veiculo +
Exercicio (VE) e Veiculo + Sedentdrio (VS). Eles receberam injecdo i.m de decanoato de nandrolona
(5mg/Kg) e veiculo (propilenoglicol) (0,2 mL/Kg). O peso absoluto corpdreo e do lobo ventral da
prostata foi aferido. Os lobos prostaticos foram coletados, dissecados e processados, empregando-se
técnicas microscopicas (histoldgicas, histoquimicas e imunohistoquimicas) e morfométricas. Os dados
foram analisados por ANOVA bifatorial e Tukey (p<0,05). Alteragdes estatisticamente significativas
nas massas corporea, do lobo ventral, no indice de proliferacdo celular, na populacdo de células basais
e na andlise dos volumes relativos dos componentes prostdticos (epitélio, estroma e limen) foram
observadas. O decanoato de nandrolona determinou o aumento da proliferacdo celular, sugerindo o
desenvolvimento da hiperplasia hormonal. De modo geral, as respostas ndo foram homogéneas para
os parametros analisados, visto que os tecidos apresentam niveis de expressdo de receptores de
andrégenos, afinidade de ligacdo e vias metabdlicas de conversdo do EAAs locais distintas. Conclui-
se que houve interacdo dos efeitos do uso de doses suprafisiolégicas de decanoato de nandrolona com
a pratica o exercicio fisico resistido. Os produtos da metabolizacdo do decanoato de nandrolona foram
determinantes no desenvolvimento da hiperplasia epitelial.

Palavras-chave: esterdides anabdlico-androgénicos, préstata, imunohistoquimica, proliferagdo

celular, rato.



Introducao

A testosterona, juntamente com outros andrégenos naturais, induz a expressdo de
caracteristicas sexuais no homem (efeitos androgénicos ou masculinizantes) e estimula a
sintese e o aumento de proteinas presentes nos musculos estriados esqueléticos (efeitos
miotréficos ou anabdlicos) (Mooradiam, et al., 1987). Devido ao seu efeito anabdlico, a
testosterona e os varios derivados sintéticos dos esterdides sexuais, coletivamente
denominados de esterdides anabdlico-androgénicos (EAA), tém sido utilizados por décadas
para aumentar a massa muscular, a for¢a e o desempenho na prética de esportes (Dohle et al.,
2003).

Os EAA exercem suas a¢des pela ativagdo da express@o génica através da ligagdo com
o receptor nuclear de andrégeno (Carson III & Rittmaster, 2003). Na préstata, os andrégenos
atuam na manutencdo da homeostase, estimulando o processo de proliferagdo celular e
inibindo a morte celular (apoptose) (Niu et al., 2001), sugerindo a existéncia de um
mecanismo bioldgico que evitaria um possivel crescimento patolégico (Gao & Isaacs, 2001).
A diferenciac@o epitelial prostitica e o controle na expressdo do receptor de andrégeno,
processos considerados chave na formagdo do céncer prostatico (Maitland, 2003) sdo
regulados integralmente pelos niveis de andrégenos circulantes.

Segundo Sugimura et al. (1986), os andrégenos exercem efeitos diretos e indiretos
sobre o epitélio prostatico. Os efeitos indiretos sdo mediados, via paracina, através de fatores
de crescimento secretados pelo estroma que € sensivel aos andrégenos (Sugimura et al., 1996).
Herr et .al (2007) descreveram os efeitos diretos dos andrégenos em uma populacdo de células
epiteliais prostdticas amplificadas transitorias (transiently amplifying population “TAP”). A
presenga de um receptor funcional de andrégeno na TAP, uma subpopulacdo independente de

andrégeno, pode ter particular significado clinico na resisténcia do cancer prostatico.



Os EAA sintéticos (EAAS) e seus metabdlitos atuam em vérios tecidos alvos de forma
similar aos EAA enddgenos. O uso ilicito dos EAAs promove o crescimento de estudos sobre
os efeitos colaterais, que perpassam desde conseqii€ncias neuropsicoldgicas, (Bahrke et al.,
1996), alteragdes da libido, aumento do reforco positivo para procura de drogas de abuso
como os opidides (Wood et al., 2008) e de consumo de &dlcool (Lindqvist, et al., 2001).
AlteracOes fisicas, como ginecomastia masculina (LaBree, 1991) e morfolégicas como
reducdo do volume nos testiculos, alteracdes morfofisiolégicas na glandula prostitica e o
possivel surgimento cincer prostético (Froehner, et al., 1999), estdo associadas 4 disfuncdo
enddcrina causada pelo uso dessas drogas sintéticas combinado ou ndo com a pratica de
atividade fisica.

Segundo Friedenreich & Thune (2001), no minimo quatro mecanismos bioldgicos
relacionados a prética atividade fisica regular tem sido considerados como fatores que possam
exercer efeitos direitos sobre a diminui¢do do risco de cancer na prdstata. Esses mecanismos
estdo associados as alteracOes nos niveis plasméticos de hormonios anabdlico-androgénicos
circulantes, no balango energético, na funcdo imune e nos mecanismos de defesa
antioxidantes.

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivos investigar possiveis altera¢des na
prostata do rato adulto sob acdo do uso de doses suprafisioldgicas de EAAs associados ou ndo

ao exercicio fisico.



Material e Métodos
Animais

Foram utilizados 20 ratos albinos (Rattus norvergicus albinus) da linhagem Wistar
adultos (tr€s meses de idade), do sexo masculino, proveniente do Biotério do Departamento de
Anatomia, Instituto de Biociéncias, UNESP - Campus de Botucatu. Quatro grupos
experimentais foram formados: (1°) Grupo esterdide exercicio (EE); (2°) Grupo veiculo
exercicio (VE); (3°) Grupo esterdide sedentdrio (ES) e (4°) Grupo veiculo sedentério (VS).
Durante o estudo, os animais receberam dieta sélida (racio Nuvilab®) e dgua ad libitum,

sendo alojados em caixas individuais com fundo sélido, forradas com maravalha, em sala com

luminosidade (12h de luz e 12h de escuro) e temperatura (20 a 25°C) controladas. O protocolo
experimental seguiu os principios éticos em pesquisa animal adotado pelo Colégio Brasileiro

de Experimentacdo Animal (COBEA) (Protocolo 30/07-CEEA/IBB).

Tratamento

Os animais do grupo EE e ES receberam injecdes intramusculares (i.m.) de decanoato
de nandrolona (5mg/Kg peso corpéreo de Deca Durabolin®, Organon, Brasil), duas vezes por
semana entre as 7:30 e 8:00 h. Segundo Pope & Katz (1988), 5mg/Kg de decanoato de
nandrolona equivale a dose abusiva administrada a atletas (8mg/Kg peso corpéreo/semana)
(10 a 100 vezes maior que a dose terapéutica). No presente estudo foi utilizada uma dose
aproximadamente 65 vezes maior que a indicada (Norton et al., 2000). Os animais do grupo
VE e VS receberam injecdes i.m. de veiculo (0,2 mL/Kg peso corpéreo de propilenoglicol),
duas vezes por semana entre as 7:30 e 8:00 h. As aplicacdes foram realizadas no membro
posterior dos animais alternado-se os antimeros (esquerdo e direito) a cada inje¢do i.m. O

periodo de tratamento dos animais foi de 8 semanas. Esse intervalo de tempo supera o periodo



de ocorréncia de uma espermatogénese no rato albino (aproximadamente 49 dias) (Kolasa et

al., 2004).

Programa de Treinamento — Exercicio fisico resistido através de saltos em meio liqguido
Os animais foram submetidos a sessdes de saltos em cilindro de PVC, contendo

dgua a 30°C (Harri & Kuusela, 1986) a uma profundidade de 38 cm (Figura 1).
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Figura 1: Esquema ilustrando o treinamento fisico dos animais.

Uma semana antes do inicio da aplicag¢do, os ratos dos grupos EE e VE foram
submetidos a uma adaptacdo ao exercicio fisico em meio liquido durante cinco dias. A
sobrecarga de peso foi colocada na regido anterior do térax dos animais através de um colete.

O programa de treinamento fisico ocorreu durante oito semanas consecutivas. As
sessdes de saltos em meio liquido com sobrecarga de peso foram realizadas trés dias por
semana, entre as 13:00 e 15:00h. Em cada sessdo, realizaram-se quatro séries de dez saltos
cada, sendo que no decorrer do tratamento a sobrecarga de peso foi aumentada (Tabela 1).
Entre as séries houve intervalo de 60 segundos, durante o qual o animal foi retirado da dgua e

mantido em repouso.



Tabela 1: Protocolo de treinamento fisico anaerébio.

Dia de treinamento Treinamento Sobrecarga - (% Peso corporal)

1° 2 séries de 5 saltos (50%)
2° 3 séries de 5 saltos (50%)
3¢ 4 séries de 5 saltos (50%)
4° 4 séries de 7 saltos (50%)
5° 4 séries de 9 saltos (50%)

6°ao 20° 4 séries de 10 saltos (50%)

21°ao 35° 4 séries de 10 saltos (60%)

36° ao 54° 4 séries de 10 saltos (70%)

Eutandsia

Ap6s 48 horas (Nakatani ef al., 1997; Griewe et al., 1999) da tltima sessdo de saltos,
cinco ratos de cada grupo (EE, ES, VE e VS) foram anestesiados com éter etilico. e
submetidos a perfusdo com Bouin através do ventriculo esquerdo do coracdo. Foi injetado

intraperitonealmente dose de heparina de 130 UI/Kg de peso corpdéreo do animal, 15 minutos

antes do inicio da perfusao (Sprando, 1990).

Microscopia de Luz

Ap6s a perfusdo, realizou-se laparotomia abddmino-pélvica e o complexo uretro-
prostético foi dissecado, coletado e fixado em Bouin por 24h, lavados em 4lcool 70%,
desidratados, diafanizados, incluidos em parapldstico e cortados com 4um de espessura.
Foram obtidas colecdes de laminas de cortes seriados transversais. Os cortes foram corados
com Tricrdmico de Masson (TMa), Hematoxilina-Eosina (HE) e Reticulina de Gomori (R).
As laminas foram analisadas e fotografadas em fotomicroscopio Axiophot — 2 com camera
digital, modelo AxioCam HR, Zeiss do Departamento de Anatomia, Instituto de Biociéncias —

UNESP - Campus de Botucatu.
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Andlise das células NE - Método argirdfilo de Grimelius (1968)

Do material fixado com solug@o de formaldeido a 10% e solucdo de Bouin e incluido
em parapldstico, foram obtidas colecdes de ldminas com cortes da préstata de 4um de
espessura. Através do método argiréfilo de Grimelius (1968), as células NE foram

evidenciadas, analisadas.

Anadlise imunohistoquimica

Do material fixado com solu¢@o de formaldeido a 10% e solucdo de Bouin e incluido
em parapldstico, foram obtidas colecdes de ldminas com cortes da préstata de 4um de
espessura Os cortes histolégicos foram colocados em 1aminas silanizadas da DAKO® CYT,
desparafinizados em xilol e dlcool e lavados em tampdo fosfato (PBS). Em seguida, as
laminas foram colocadas em solug@o de dgua oxigenada a 3% em metanol durante 30 minutos.
A seguir, as laminas foram colocadas no forno de microondas a 700-800W, durante 15
minutos, divididos em 4 ciclos em tampao citrato de sédio a 0,01M, pH 6,0. A cada ciclo a
cuba de laminas foi completada com a solucdo tampao citrato de sédio a 0,01M, pH 6,0. As
laminas que foram incubadas com anticorpo anti-Ki67 foram colocadas em tampao citrato de
sédio a 0,01M, pH 6,0 em uma panela de pressdo e submetidas a alta pressao e temperatura
por 25 minutos. Na etapa seguinte, as seccdes foram submetidas a reacdo com 0s anticorpos
primdrios especificos (tabela 2) e incubadas em cimera tmida durante a noite a 4°C em
geladeira. Apds a incubagdo, as ldminas foram lavadas em tampao PBS e durante 1h, a
temperatura ambiente, as seccdes foram incubadas com anticorpo secunddrio (Biotinylated
Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins - DAKO® CYT). Apoés essa etapa, as laminas foram
lavadas com PBS e submetidas a solucdo de avidina-biotina-peroxidase (StreptABComplex
DAKO® CYT) por 45 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas em PBS e submetidas a

diaminobenzidina (DAB) (di—amino—benzidine—Sigma®) por 5 minutos. A seguir, as ldminas
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foram lavadas em agua de torneira e contrastadas com hematoxilina de Harris. Durante a

realizacdo da técnica foram obtidos controles positivos e negativos. As ldminas foram

analisadas e fotografadas em fotomicroscopio AXIOPHOT — 2 com cimera digital, modelo

AxioCam HR, Zeiss, do Departamento de Anatomia, Instituto de Biociéncias — UNESP -

Campus de Botucatu.

Tabela 2 — Caracteristicas dos anticorpos utilizados.

Anticorpos Especificidade Espécie hospedeira Diluicdo Clone Fonte
Primdrio Dako Cyt®
Proteina p63 Células basais Camundongo (monoclonal) 1/50 4A4 Novocastra Laboratories Ltd®
Citoqueratina 18 (CK 18) Células luminais Camundongo (monoclonal) 1720 DC-10 Novocastra Laboratories Ltd®
Citoqueratina 19 (CK 19) Células intermedidrias Camundongo (monoclonal) 1/100 B170 Novocastra Laboratories Ltd®
Ki67 Proliferacdo Celular Camundongo (monoclonal) 1/100 MIB-1 Dako Cyt®
Serotonina (5-HT) Células NE Camundongo (monoclonal) 1/100 SHT-
H209
Secunddrio
Anti-camundongo Coelho (monoclonal) 1/100 Dako Cyt®

Andlise morfométrico-estereologica

As porcentagens dos indices de nidcleos Ki-67 positivos e de células basais (ntcleos

p63 positivos) foram calculadas em cada seccdo selecionada dos grupos estudados, usando as

seguintes féormulas:

e Indice de proliferacdo celular = n° de nicleos Ki67*/total de niicleos ou células

(marcadas e ndo marcadas) x 100;

e Indice de células basais = n° de nicleos p63*/ total de nicleos ou células (marcadas e

nido marcadas) x 100;

A contagem de células de cada varidvel descrita foi realizada através do programa de

andlise de imagens AxioVision (Zeiss) em oito a dez seccdes. No total, 1000 células epiteliais

foram avaliadas e contadas. Os niicleos marcados foram considerados positivos quando a

coloracdo apresentou-se uniforme e intensa.
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Para a anédlise estereoldgica foram utilizadas duas laminas, coradas com tricromico de
Masson, obtidas dos 5 animais de cada grupo experimental. Através do programa de analise
de imagens AxioVision (Zeiss) capturou-se 36 campos histolégicos (imagens) de cada animal
(Tabela 3). As imagens foram avaliadas através da andlise morfométrico-estereoldgica
descrita por Weibel (1978) utilizando uma grade de 168 pontos. Desta forma, obteve-se o
volume relativo do epitélio, do estroma e do limen da préstata da cobaia durante o

desenvolvimento pds-natal.

Tabela 3 — Esquema de captura de imagens por animal de cada grupo experimental estudado.

Grupo experimental’ Captura de imagens por animal

VE Animal 1 Lamina 1 1%5sec¢do 18 campos
2%secgdo
3“seccdo

Lamina 2 1%sec¢do 18 campos
2%secgdo
3“secgdo

' A avaliacio apresentada foi adotada para os 5 animais de cada grupo experimental.

Analise Estatistica

O estudo estatistico das varidveis descritas foi realizado através da técnica da andlise
de varidncia em experimentos inteiramente casualizados. A técnica de andlise foi
complementada com o teste de comparagdes multiplas de Tukey para contraste entre médias
dos grupos. Os resultados foram apresentados figuras e tabelas e todas as conclusdes
estatisticas foram realizadas em nivel de 5% de significancia. Detalhes a respeito da

metodologia empregada podem ser encontrados em Banzatto & Kronka (1989).
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Resultados

A massa corpérea ao final do periodo experimental diferiu significativamente nos
grupos tratados com EAA quando comparados aos grupos que receberam veiculo, bem como
entre os grupos submetidos ao exercicio fisico comparado aos grupos sedentarios. No entanto,
ndo se observou efeito na interacio entre esses fatores (Tabela 4).

Tabela 4: Média e desvio-padrdo da massa corpdrea (g) durante o periodo experimental dos

ratos dos grupos VE, VS, ES e EE.

Atividade
Varidvel Tratamento Sedentdrio Exercicio
Veiculo 480,74+16,44aA 461,13+10,67aA
Massa corporea
Esteroide 452,02+9,03bB 444,74+9,19bB

Letras mindsculas = comparac@o dos grupos quanto aos tratamentos; Letras maitisculas = comparagio dos grupos quanto as atividades; p<0,05.

O lobo ventral da préstata apresentou massa significativamente maior nos grupos que
receberam altas doses de decanoato de nandrolona independente da realizacdo ou ndo de
exercicio fisico. Nao se registrou os efeitos da interacdo entre o uso de EAA com a prética de

exercicio fisico (Tabela 5).

Tabela 5: Média e desvio-padrdo da massa do lobo ventral da préstata dos ratos dos grupos

VE, VS, ES e EE.

Atividade
Varidvel Tratamento Sedentdrio Exercicio
Veiculo 0,7460,121bA 0,694+0,213bA
Massa do lobo ventral da
préstata Esterdide 1,066+0,297aA 1,099+0314aA

Letras mintisculas = comparagio dos grupos quanto aos tratamentos; Letras maitsculas = comparagdo dos grupos quanto as atividades; p<0,05.

Alteragdes morfolégicas focais foram observadas nos ratos dos grupos tratados com
Smg/Kg peso corpéreo de Deca Durabolin®durante oito semanas, independente da prética ou

ndo de exercicio fisico.
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Processos de inflamacao (prostatite) do tipo agudo foram observados nos lobos laterais
dos animais tratados com decanoato de nandrolona; enquanto a inflamagdo cronica foi
encontrada nos lobos ventrais dos grupos ES e EE. A prostatite aguda caracterizou-se pela
grande quantidade de linfécitos e células inflamatérias mononucleares no limen dos acinos.
Na prostatite cronica dos lobos ventrais registrou-se a presenca de linfécitos no estroma
acompanhado pela proliferacdo epitelial reativa a inflamacgado (Figura 3).

Em alguns 4cinos prostaticos ventrais dos grupos EE e ES, observou-se alteracdo na
relacdo epitélio-estroma dada pela invasdo do estroma em dire¢do ao compartimento epitelial
(Tabela 3) (Figura 3). Focos de degeneracdo epitelial em células luminais foram observados
em algumas seccdes histoldgicas (Figura 3).

A reatividade imunohistoquimica para o Ki-67 esteve distribuida pelos nicleos e
nucléolos das células epiteliais prostaticas dos trés lobos de todos os grupos estudados.

No lobo ventral e no lobo lateral o indice de células positivas para o Ki-67 sofreu
alteracdo frente aos efeitos da interagdo do decanoato de nandrolona associado a prética de
exercicio fisico. O indice de células positivas para o Ki-67 foi significativamente maior no
grupo EE em comparacdo ao grupo ES. O grupo VE apresentou indice significativamente
maior em relacdo ao seu controle, o grupo VS. A pritica do exercicio fisco resistido,
combinada ou ndo, ao tratamento com esterdéide aumentou significativamente o indice de
proliferacdo celular (Tabela 5).

No lobo dorsal, os resultados da andlise semi-quantitativa da porcentagem do indice de
células Ki-67 positivas mostraram-se influenciados apenas pelo efeito do tratamento com
decanoato de nandrolona. Os individuos do grupo ES e EE apresentaram indice de
proliferacdo celular significativamente maior em comparacdo aos animais dos grupos VS e

VE (Tabela 5).
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A imunomarcagfo positiva para a proteina p63 foi restrita ao compartimento basal do
epitélio prostatico dos trés lobos avaliados. As células basais, com formas variando de
triangulares a alongadas, localizaram-se dispersas entre as células luminais. Esta relacdo
topogréafica permitiu distinguir dois compartimentos nos trés lobos: o basal e o luminal ou
secretor (Figuras 2,4, 5 e 6).

Nos lobos ventral, lateral e dorsal da préstata os indices de células p63 positivas
apresentaram diferencgas estatisticamente significativas nos grupos que receberam decanoato
de nandrolona independente da prética de exercicio fisico (Tabela 5).

No lobo lateral, os grupos tratados com decanoato de nandrolona mostraram diferencgas
significativas no indice de células p63 positivas independente da pratica ou nio da atividade
fisica. (Tabela 5). Observou-se que no limen dos 4cinos dos lobos dorsais células descamadas
com marcagdo positivas para a proteina p63 e células com fenétipo apoptético (Figura 5).

O compartimento epitelial luminal (secretor) dos lobos ventral e dorsal apresentou
células colunares altas enquanto o compartimento luminal do epitélio do lobo lateral
apresentou-se com formas colunares baixas a ctibicas com a presenca de células binucleadas
(Figura 4).

A investigacdo da CK 18, marcador tipico de células luminais e da CK 19, marcador
tipico de subpopulacdo de células intermedidrias, ou seja, em processo de diferenciacdo
celular, mostrou-se negativa na andlise de todos os lobos prostaticos.

Os métodos argiréfilo de Grimelius e imunohistoquimico para identificagdo de células
positivas para serotonina nao marcaram a populacdo de células neuroenddcrinas nos epitélios
prostaticos dos grupos estudados.

A andlise semi-quantitativa (porcentagem do volume relativo) do epitélio, do estroma
e do limen caracterizou-se por apresentar respostas diferentes entre os lobos prostiticos dos

grupos experimentais estudados (Tabela 6).
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No lobo ventral, o epitélio e o estroma apresentaram alteracdes frente ao protocolo
experimental adotado. Registrou-se diferenca significativa no volume relativo do epitélio
entre os grupos VE e EE. Houve diminui¢do do volume do relativo do epitélio do grupo EE
em relacdo ao grupo VE. A andlise estatistica revelou que os volumes relativos do estroma
dos animais dos grupos VS e VE foram significativamente maiores quando comparados aos
animais do grupo EE e ES (Tabela 7).

No lobo lateral foram registradas alteracdes no volume relativo do estroma. Os animais
do grupo VS e VE apresentaram volume do estroma significativamente maior comparado aos
do grupo ES e EE. (Tabela 7).

No lobo lateral os animais do grupo ES e EE apresentaram volume do ldmen

significativamente maior comparado aos do grupo VS e VE. (Tabela 7).
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Tabela 6: Média e desvio-padrio da porcentagem dos indices de células epiteliais Ki-67 e p63

positivas dos lobos prostaticos dos grupos VE, VS, ES e EE.

LOBO VENTRAL

Atividade
Varidveis Tratamento Sedentdrio Exercicio
) Veiculo 0,87+0,21bB 2,00+1,13bA
Indice de Proliferacdo Celular (%)
Esterdide 2,53+0,35aB 3,95+1,48 aA
i Veiculo 1,79+0,09b 1,96+0,72b
Indice de Células Basais (%)
Esterdide 2,56+0,06a 3,09+0,70a
LOBO LATERAL
Atividade
Varidveis Tratamento Sedentdrio Exercicio
) Veiculo 0,87+0,24bB 1,02+0,12bA
Indice de Proliferacdo Celular (%)
Esteroide 1,84+0,13aB 2,20+0,10aA
) Veiculo 6,46+1,34b 5,26+2,00b
Indice de Células Basais (%)
Esteroide 9,53+2,40a 9,52+14,90a
LOBO DORSAL
Atividade
Varidveis Tratamento Sedentdrio Exercicio
i Veiculo 1,67+0,71b 1,08+0,23b
Indice de Proliferacdo Celular (%)
Esteroide 2,48+0,75a 3,45+1,63a
. Veiculo 10,78+1,93b 10,5043,42b
Indice de Células Basais (%)
Esteroide 14,90+3,35a 16,20+1,72a

Letras mindsculas = comparacio dos grupos quanto aos tratamentos; Letras maitsculas = comparagdo dos grupos quanto as atividades; p<0,05.
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Tabela 7: Média e desvio-padrao da porcentagem (%) dos volumes relativos do epitélio, do

estroma e do limen dos lobos prostaticos dos grupos VE, VS, ES e EE.

LOBO VENTRAL
Atividade
Varidveis Tratamento Sedentdrio Exercicio
Veiculo 28,73+4,41aA 32,07+1,62aA
Volume Relativo Ep (%)
Esteroide 31,77+2,72aA 26,43+4,82bA
Veiculo 14,27+2,19b 14,1543,75b
Volume Relativo Es (%)
Esteroide 19,3142,14a 20,75+5,84a
Veiculo 57,00+2,98 53,79+3,34
Volume Relativo Lu (%)
Esteroide 48,9242.74 52,8249,56
LOBO LATERAL
Atividade
Varidveis Tratamento Sedentdrio Exercicio
Veiculo 34,31+6,25 33,15+2.47
Volume Relativo Ep (%)
Esteroide 34,17+4,57 39,15+1,91
Veiculo 22,38+3,40a 22,00+0,93a
Volume Relativo Es (%)
Esteroide 20,29+1,36b 18,11+1,91b
Veiculo 43,31+£3,91 44,85+2,37
Volume Relativo Lu (%)
Esterdide 45,5443.27 42,74+3,51
LOBO DORSAL
Atividade
Varidveis Tratamento Sedentdrio Exercicio
Veiculo 28,77+3,13 25,68+4,64
Volume Relativo Ep (%)
Esteroide 24,35+1,57 24,01+6,34
Veiculo 29,06+4,17 33,10+8,65
Volume Relativo Es (%)
Esteroide 26,67+2,19 27,19+9,14
Veiculo 42,17+7,31b 41,22+6,94b
Volume Relativo Lu (%)
Esteroide 48,98+2,96a 48,79+6,77a

Letras mindsculas = comparagdo dos grupos quanto aos tratamentos; Letras maidsculas = comparagdo dos grupos quanto as atividades; p<0,05.
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Figura 2

Figura 2: Epitélio do lobo ventral da prdstata (A) e (B): Grupos VS e VE
respectivamente. Coloracdo: HE. Barra = 10 pm. (C) e (D). Grupos ES e EE
respectivamente. Coloracdo: TMa. (E) a (H) Imunomarcacdo das células Ki-67
positivas. Barra = 10 pm. Os grupos ES (G) e EE (H) apresentaram maior populacio
de células marcadas. (I) a (L) Imunomarcacio das células p63 positivas. Barra = 10
Mm. Os grupos ES (K) e EE (L) apresentaram maior populacdo de células basais.

Observagao: Detalhe da coloragdo marrom (marcacgdo positiva).
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Figura 3

Figura 3: Epitélio do lobo ventral da préstata. (A) a (F) Grupo EE. Note os varios
ntcleos em proliferacdo celular. (A) “Restos (debris) celulares” no limen do 4cino.
Barra = 10 pm. (B) Estroma projetado em direcdo ao compartimento epitelial (ES).
Barra = 10 pm. (C) Epitélio reativo. Alta densidade de células em proliferacio
celular. Barra = 10 pm. (D) Célula em apoptose (seta). Note a densidade celular no
estroma. Caracteristica de prostatite cronica. Barra = 10 Jm. (E) Prostatite cronica.
Estroma com alta densidade de linfécitos em proliferacdo. Observe a marcacio
positiva do Ki-67 nos linfécitos. Barra = 10 um. (E) Prostatite cronica. Células em
degeneragdo (asterisco). Barra = 10 um. Observacdo: Detalhe da coloragdo marrom

(marcacao positiva).
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Figura 4

Figura 4: Epitélio do lobo lateral da prostata. (A) e (B): Grupos VS e VE
respectivamente. Coloracdo: HE. Barra = 10 pm. (C) e (D): Grupos ES e EE
respectivamente. Coloragdes: HE e TMa. Barra = 10 pm. (E) a (H) Imunomarcacio
das células Ki-67 positivas. (E), (G) e (H) Barra = 20 gm. (F) Barra = 10 Jdm. Os
grupos ES (G) e EE (H) apresentaram maior populacdo de células marcadas. (I) a (L)
Imunomarcagdo das células p63 positivas. Note as formas celulares das células basais
variando de triangular a alongada. Barra = 10 pm. Os grupos ES (G) e EE (H)
apresentaram maior populacdo de células basais. Observacao: Detalhe da coloracio

marrom (marcagao positiva).
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Figura 5

Figura 5: Epitélio do lobo dorsal da préstata. (A) a (B): Grupos VS e VE
respectivamente. Coloracdo: HE. Barra = 10 pm. (C) a (D): Grupos ES e EE
respectivamente. Coloragdes: TMa. E HE. (C) Barra = 20 um e (D) Barra = 10 dm. (E) a
(H) Imunomarcacio das células Ki-67 positivas. (E) e (F) Barra = 10 pm. (G) e (H) Barra
=20 Pm. Os grupos ES (G) e EE (H) apresentaram maior populacio de células marcadas.
(D a (L) Imunomarcagdo das células p63 positivas. Barra = 10 gm. Os grupos ES (G) e
EE (H) apresentaram maior populacdo de células basais. Observagdo: Detalhe da

coloracdo marrom (marcagao positiva).
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Discussdo

Na literatura cientifica especializada, observa-se relatos de estudos sobre os efeitos da
administracdo de doses suprafarmacoldgicas de EAAs associados ou ndo a prdtica de
exercicio fisico (Ferrdndez et al., 1996; Cunha et al., 2006; Karbalay-Doust & Noorafshan,
2006). Porém, encontra-se poucos registros de estudos experimentais e de avaliagcdes
epidemioldgicas sobre as possiveis alteragdes morfofisiolégicas na prostata frente ao uso
abusivo de EAAs combinado ou ndo a prética de exercicio fisico.

Dessa forma, o presente trabalho relata os efeitos da administracio de doses
suprafisiologicas de decanoato de nandrolona, do exercicio fisico resistido e da interacdo dos
efeitos sobre as massas corporea e do lobo ventral da préstata e sobre o epitélio prostatico dos
lobos ventral, lateral e dorsal.

A revisdo atual literatura apresenta algumas combinagdes de protocolos experimentais
que combinam doses e modelos de aplicagdo dos EEAs associados ou ndo a prética de
exercicios fisicos. Neste estudo foi apresentada a proposta de protocolo que pode ser
considerada representativa da administracdo de decanoato de nandrolona em atletas que
praticam atividades fisicas de resisténcia. Segundo Pope & Katz (1988), Smg/Kg de decanoato
de nandrolona equivale a dose abusiva administrada a atletas (8mg/Kg peso corpéreo/semana)
(10 a 100 vezes maior que a dose terapéutica). No presente estudo foi utilizada uma dose
aproximadamente 65 vezes maior que a indicada (Norton et al., 2000).

O primeiro parametro avaliado no estudo foi o comportamento do ganho de massa
corpdrea durante o periodo experimental de oito semanas. Segundo a andlise estatistica, 70%
da reducdo no ganho da massa corpdrea dos ratos dos grupos EE e ES durante o intervalo
experimental foi devido a administracdo do decanoato de nandrolona. Bauman et al., (1988)
consideraram que o aumento da massa corpérea € inibido por doses suprafisiolgicas de EAA.

Os possiveis mecanismos envolvidos com a reducdo no ganho de massa estariam relacionados
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a reducdo da produgdo dos niveis normais de testosterona endégena, a excessiva conversdo de
testosterona em estradiol, bem como o aumento da oxidagdo lipidica (Hickson et al., 1986,
Ryan, 1981, Guzman et al., 1991). Outros autores atribuem que o ganho de massa reduzido
resultaria da diminui¢do de apetite (Hickson et al., 1986), sendo o decanoato de nandrolona
um dos principais EAAs supressores da ingestdo de alimento (Tseng et al., 1994). Por outro
lado, Gentry & Wade (1976) relataram que altas doses de propionato de testosterona
administradas em ratos machos castrados estimularam o aumento na ingestao de alimentos. Os
ratos submetidos a realizacio do exercicio fisico (EE e VE) independente da administra¢do de
decanoato de nandrolona apresentaram menor aumento na massa corpdrea em relacdo aos
ratos sedentdrios.

A diferenca encontrada na massa corporal entre ratos treinados ou ndo pode ser
explicada pela intensa utilizacdo de lipideos durante a fase de recuperacdo pds-exercicio
(Yoshioka et al., 2001) e pelo aumento do metabolismo energético basal, que gera maior gasto
calérico com reducdo da gordura corporal (Hunter ef al., 1998). No presente trabalho apenas
25% da alteragdo da massa corporal decorreu da prética de exercicio fisico. Esses dados estdo
de acordo com os relatos de Mingotti et al (2003), que ao avaliarem a massa corpdrea de ratos
submetidos ao estresse por exercicio fisico em relacdo aos seus controles ndo observaram
diferenca significativa nesse pardmetro. E interessante notar que apesar da redugdo do ganho
de massa estar atribuida a relacdo existente entre 0 metabolismo lipidico com o uso decanoato
de nandrolona e com a pratica de exercicio fisico, ndao se observou efeito de interacdo entre
esses fatores. Provavelmente, essa resposta encontrada possa estar envolvendo vias
metabdlicas distintas.

Uma das alteragdes significativas do tratamento com andrégenos € o potencial efeito
sob a hiperplasia benigna e o cancer prostatico (Froehner, et al., 1999; Cook & Kepler, 2004).

Karbalay-Doust & Noorasfsham (2006) observaram decréscimo na massa e no volume da
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prostata de ratos apos 14 semanas de administracdo de altas doses decanoato de nandrolona.
Em contraposicdo, Tseng et al. (1994) reportaram aumento nas massas da prostata e da
vesicula seminal apds a administracdo de decanoato de nandrolona em ratos hipertensivos.
Takahashi et al., 2004, relataram alteragcdes hipertréficas macroscépicas e microscopicas na
prostata de ratos tratados com decanoato de nandrolona e com uma associacdio de EAAs
(acetato de metenolona, dromostanolona e decanoato de nandrolona). No presente relato,
94,45% do aumento observado na massa da prdstata foi decorrente da agdo androgénica do
decanoato de nandrolona. O aumento da massa gerou hipertrofia macroscépica que pode ser
explicada pela presenca de altos niveis receptores androgénicos locais.

Os efeitos dos andrégenos sobre o crescimento e a proliferacdo celular na préostata de
rato t€m recebido considerdvel atencdo por muitos anos (Bruchovsky et al., 1975; English et
al; 1985; Berry & Isaacs, 1987). Sabe-se que os trés lobos da préstata do rato apresentam
diferencas anatomicas (Price, 1961; Price, 1963; Jesick & Holland, 1962) e bioquimicas
(Wilson et al., 1981, Lee et al., 1985, Prins & Birch, 1992), podendo exibir respostas distintas
frente a acOes dos hormonios anabdlico-androgénicos.

No presente trabalho, em nivel microscdpico, investigou-se a acdo do EAAs sobre os
lobos ventral, lateral e dorsal da préstata de ratos submetidos ou nfo a prética de exercicio
fisico resistido. Foram avaliadas as respostas proliferativa dos epitélios, a populagdo de
células basais e os volumes do epitélio, do estroma e do limen dos 4cinos prostaticos.

Nessa investigacdo foram consideradas as agdes sinérgicas do esteréide decanoato de
nandrolona sobre os tecidos avaliados, sobre o eixo hipotdlamo-hipéfise-testiculo (HHT) e
sobre a pratica de exercicio fisico (Friedenreich & Thume, 2001; Dohle et al., 2003).

A aclo combinada da administracdo exdgena de EAAs com o estresse decorrente do
exercicio fisico atua no eixo HHT inibindo a secrecdo de FSH e LH. Embora o nivel sérico de

EAA esteja alto em virtude do uso do decanoato de nandrolona EAAs, essas concentragdes,
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segundo Dohle et al. (2003), mostram-se reduzidas para a manutencio da espermatogénese, o
que acarreta hipogonadismo nos usudrios com subseqiiente atrofia testicular.

A atividade fisica € considerada um fator que influencia diminui¢@o do risco de cancer
na prostata (Friedenreich & Thume, 2001). O exercicio fisico pode influenciar a
carcinogénese na prostata pela supressiao da diidrotestosterona (DHT) via inibicdo da enzima
Sa-redutase- (Brawley et al., 1994). Sabe-se que a DHT promove o desenvolvimento de
células prostéticas e da hipertrofia prostdtica benigna e que ela possivelmente age como um
fator promotor do cincer prostatico (Aakvaag A, 1978).

A influéncia da atividade fisica sobre o balango energético e a prevencdo da obesidade
e do ganho de peso configura como outro fator de atuacdo sobre o risco ao cancer, (Carroll,
1998; Bosland et al., 1999). A obesidade parece aumentar o risco de cincer na prostata
(Carroll, 1998), possivelmente por diminuir os niveis de hormodnio ligado a globulinas
levando ao aumento de estrégenos e testosterona circulante (Siiteri, 1987).

Alteragdes na atividade dos macréfagos, nas células natural killer (NK), neutréfilos,e
na regulacio de citocinas, e na produgdo de agentes anti-oxidantes também configuram como
fatores de risco importante em neoplasias também sdo eventos bioldgicos resultantes da acdo
do exercicio fisico (Marnett, 1987; Lee, 1995; Shephard & Shek, 1995., Nieman, 1997).

Os resultados das andlises microscopicas mostram os efeitos da influéncia do
decanoato de nandrolona e do exercicio fisico sobre os lobos prostiticos. As alteracdes
encontradas, possivelmente, sdo resultantes dos diferentes niveis de expressdo de receptores
de andrégenos, de afinidade de ligacdo e de vias metabdlicas locais distintas nos tecidos
epitelial e estromal.

A andlise do indice de células positivas para Ki-67 apresentou-se aumento
significativo todos os epitélios prostiticos estudados de ratos tratados com decanoato de

nandrolona. O exercicio fisico resistido influenciou significativamente o aumento da
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proliferacdo celular nos epitélios dos lobos ventral e lateral independente do tratamento com
decanoato de nandrolona. O exercicio no grupo VE influenciou o aumento da proliferagao
celular em 43,50% no lobo ventral em relacdo ao seu controle. O grupo EE registrou o
aumento na proliferacdo celular de 64, 05% no lobo ventral em comparacdo ao grupo ES. No
lobo lateral obteve o aumento de 85,29% da proliferagdo celular no grupo VE em relacdo ao
VS. Nos individuos tratados com decanoato de nandrolona observou-se que o exercicio fisico
influenciou no aumento de 83,63% na proliferacdo celular em relacdo ao grupo ES. Apesar do
lobo dorsal ndo ter apresentado estatisticamente o aumento de células positivas para o Ki-67,
os resultados indicam uma tendéncia de aumento na proliferacdo celular nos animais dos
grupos VE e EE quando comparados aos seus respectivos controles.

Segundo Kyprianou et al. (1994) o desbalanceamento a favor da proliferacao celular é
promove o desenvolvimento da hiperplasia prostética benigna (HPB). Carson III & Ritmaster
(2003) reportaram que os mecanismos patoldgicos e fisioldgicos do surgimento da HPB nao
estdo totalmente estabelecidos, mas evidéncias descrevem a importancia dos hormodnios
esterdides, entre eles a DHT. Especificamente, estudos em humanos e em animais sugerem
que o desenvolvimento da HPB acarreta a ruptura da homeostasia regulada pela DHT entre a
proliferacdo celular e a morte celular programada (apoptose), onde o processo proliferativo
predomina sobre a apoptose que é inibida. A DHT e os estrégenos circulantes atuar
similarmente sobre os processos proliferativos e apoptéticos (Carson III & Ritmaster, 2003).
Diante de tais discussdes e baseado nas agdes sinérgicas do decanoato de nandrolona em
relacdo aos andrégenos enddgenos e na excessiva conversdo de testosterona em estradiol
observada nos modelos experimentais tratados com EAAs (Hickson et al., 1986, Ryan, 1981,
Guzman et al., 1991), infere-se que os aumentos registrados nos indices de proliferacio

celular estejam relacionados ao desenvolvimento de uma hiperplasia hormonal.
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O indice de células p63 positivas aumentou significativamente nos grupos tratados
com decanoato de nandrolona independente da pratica do exercicio fisico. No lobo ventral
registrou-se 69,9% de aumento significativo de células basais no grupo ES em relagdo ao VS,
enquanto o grupo EE apresentou o aumento estatisticamente significativo de 63,4% em
comparacdo ao grupo VE. No lobo lateral observou-se 67,8% de aumento de células basais no
grupo ES em comparacdo ao VS e 55,3% de aumento de células basais do grupo EE em
relacdo ao VE.

De acordo com a literatura, as células basais se caracterizam pela alta expressdo de
p63, de citoqueratinas 5/6 e 14, do fator anti-apoptético Bcl2 e do receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFR) (McDonnel et al., 1992; De Marzo et al., 1998, Xue et al.
2001a). Viérias linhas de evidéncias sugerem que as células secretoras derivem do
compartimento basal. As células p63 positivas sdo requeridas na manutencdo das linhagens
celulares da prostata (Signoretti et al., 2005). Nos humanos, o de fator de crescimento
epidermal (EGF) é fortemente influenciado pela DHT (Carson III & Rittmaster, 2003).
Mottram & George (2000) relataram que a enzima Sa-redutase converte o decanoato de
nandrolona no metabdlito androgénico denominado “diidro” nandrolona, o qual apresenta
afinidade pelo receptor de andrégeno. Diante de tais evidéncias e baseado na alta expressio do
EGFR nas células basais, infere-se que o aumento dos indices da populacdo de células basais
dos grupos EE e ES possa estar relacionado com o possivel aumento na producdo do EGF
estimulado pela “diidro” nandrolona.

O estudo estereoldgico das proporc¢des relativas do epitélio, do estroma e do limen dos
lobos prostéticos dos grupos experimentais VS, VE, EE e ES apresentou respostas variadas. A
hiperplasia epitelial do lobo ventral influenciada pelo tratamento com decanoato de
nandrolona foi acompanhada pelo aumento do volume relativo do estroma. No lobo lateral,

apenas o estroma apresentou alteracdo estatisticamente significativa. Houve reducdo do
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volume estromal nos animais ES e EE quando comparados aos animais VS e VE. A influéncia
do decanoato de nandrolona no volume relativo do limen foi registrada no lobo dorsal, sendo
que os grupos ES e EE obtiveram maior volume do que os grupos VS e VE.

Karbalay-Coust & Noorafshan (2006), em estudo estereolégico que avaliou os efeitos
do decanoato de nandrolona sobre a préstata do rato, relataram a diminui¢do do volume total
das glandulas, do epitélio, dos fluidos e dos feixes de fibras coldgenas. Esses resultados,
segundo os autores, sdo atribuidos as vias distintas de agcdo dos EAAs nos tecidos prostaticos.
Considerando as caracteristicas bioquimicas de cada lobo prostético estudado, acredita-se que
a variabilidade dos resultados das proporgdes teciduais estudadas possa estar relacionada a
algum mecanismo compensatdrio.

Processos inflamatdrios focais caracteristicos de prostatite aguda e cronica foram
encontrados nos ratos do grupo EE. Segundo Honda et al. (1988) e Mills et al. (1989), histéria
de prostatite pode ser considerada um fator de risco ao surgimento de cincer. A inflamag¢ao na
prostata nos lobos ventral e lateral de ratos freqiientemente estd associada a altos niveis de
estrogenos circulantes (Stocker et al, 1999). Os processos infamatdrios observados pode ter
relacdo direta com a conversio do EAAs em estradiol pela acdo da aromatase (Mottram &
George, 2000).

Os resultados discutidos mostraram que o uso de doses suprafisioldgicas de decanoato
de nandrolona combinado ou ndo a prética de exercicio fisco resistido ndo foram homogéneos
para os parametros analisados, visto que os tecidos apresentam niveis de expressdo de
receptores de andrégenos, afinidade de ligacdo e vias metabdlicas de conversio do EAAs
distintas. Conclui-se que houve interacdo dos efeitos do uso de doses suprafisioldgicas de
decanoato de nandrolona com a pritica o exercicio fisico resistido. Os produtos da
metabolizacdo do decanoato de nandrolona foram determinantes no desenvolvimento da

hiperplasia epitelial.
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