\V/
AeAeAV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 3

u ne sp ¥ «40LI0 DE MESQUITA FILHO” [‘

Campus de Botucatu "
Instituto de

Biociéncias PG-BGA

INFLUENCIA DO EXERCICIO FISICO RESISTIDO NO
METABOLISMO DA PROSTATA DE RATOS UChB

(bebedor voluntéario de etanol a 10%)

GIOVANA RAMPAZZO TEIXEIRA

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, UNESP, para obtencdo do
titulo de Doutora no Programa de P6s-Graduacdo
em Biologia Geral e Aplicada, Area de
concentracgdo Biologia Estrutural e Funcional.

Prof. Dr. Francisco Eduardo Martinez

BOTUCATU —-SP
2011



\/
A¢¢i¢7 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u ne sp JULIO DE MESQUITA FILHO” [‘
Campus de Botucatu
Instituto de u
Biociéncias PG-BGA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

INFLUENCIA DO EXERCICIO FISICO RESISTIDO NO
METABOLISMO DA PROSTATA DE RATOS UChB

(bebedor voluntéario de etanol a 10%)

GIOVANA RAMPAZZO TEIXEIRA
PROF. DR. FRANCISCO EDUARDO MARTINEZ

PROF® DR® PATRICIA FERNANDA FELIPE PINHEIRO

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias, Campus
de Botucatu, UNESP, para obtencdo do titulo de
Doutora no Programa de Pés-Graduacdo em Biologia
Geral e Aplicada, Area de concentragio Biologia
Estrutural e Funcional.

Prof. Dr. Francisco Eduardo Martinez

BOTUCATU —-SP
2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO DE AQUIS. E TRAT. DA INFORMAGCAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Teixeira, Giovana Rampazzo.
Influéncia do exercicio fisico resistido no metabolismo da préstata de ratos

UChB (bebedores voluntarios de etanol a 10%) / Giovana Rampazzo Teixeira.
- Botucatu, 2011

Tese (doutorado) - Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, 2011

Orientador: Francisco Eduardo Martinez
Co-Orientadora: Patricia Fernanda Felipe Pinheiro
Capes: 20601000

1. Prostata. 2. Exercicios fisicos. 3. Alcool.

Palavras-chave: Apoptose; Etanol; Exercicio fisico; Metabolismo de lipidios;
Proliferacdo celular; Prostata ventral.




Dedicatoria

PRIMEIRAMENTE A DEUS, JESUS E MARIA NOSSA MAE...

Por conduzir os meus passos.

AOS MEUS PAIS OSMAR DE ASSIS TEIXEIRA E
MAURA |. RAMPAZZO TEIXEIRA...

A minha eterna gratidao, por acreditar nos meus sonhos e apoiar minhas decisoes.

Mesmo distante estavam presente em minha vida com incansavel incentivo.

AOS MEUS IRMAOS JUNIOR RAMPAZZO TEIXEIRA E
MARIA ISABEL RAMPAZZO TEIXEIRA...

Pela amizade e companheirismo.
Dedico a essas pessoas maravilhosas esse trabalho

Giovana Rampazzo Teixeira



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Orientador Francisco Eduardo Martinez

Que dedicou seu tempo e grande empenho no decorrer do trabalho. Agradeco por acreditar nos
meus ideais que resultou em uma bela parceria. Sera sempre uma referéncia para minha
existéncia profissional e pessoal.

A Co-Orientadora Profa. Dra. Patricia Fernanda Felipe Pinheiro

Pelo constante apoio no decorrer do trabalho.

Aos Amigos Luiz Gustavo Chuffa, Jodo Paulo A. Amorim, Leonardo Oliveira Mendes e
Beatriz Ap. Fiorucci

Foram momentos impares, marcados pelo resto de minha vida, desde o académico até o mais
descontraido. VVocés foram imprescindiveis na elaboracéo, execucéo e finalizacdo desse projeto.
Ao Prof. Dr. Wagner José Favaro

Os meus agradecimentos pelo incentivo, ensinamentos, exemplo de competéncia e amizade, 0
meu respeito incondicional.

A Profa. Dra. Raquel Fantin Domeniconi e Prof. Dr. Sérgio Pereira

A minha gratid&o e reconhecimento pela disponibilidade e dedicagéo.

Ao auxiliar académico Gelson Rodrigues do Departamento de Anatomia IBB/UNESP pelo
auxilio e amizade durante todos 0s momentos de rotina e processamento dos materiais.

Ao servidor publico Wanderley Thiago da Silva (Biotério Central) pelos auxilios durante o
desenvolvimento deste projeto.

A professora Olga Cristina de Mello Malheiro por ter contribuido diretamente na minha
formacé&o e pela amizade durante este periodo.

Aos membros do grupo de pesquisa Biologia da Reproducdo do Departamento de Anatomia
IBB/UNESP, por todas as contribui¢des na execucédo do projeto.

Aos professores, Profa. Dra. Janete Francia, Profa. Dra. Eunice Oba e Prof. Dr. Luiz Claudio Di
Stasi por toda a contribuicdo dada ao projeto e principalmente por ceder as instalagdes dos
laboratdrios de pesquisa onde foi processado parte do material.

A secretaria do Departamento de Anatomia Cristiane Abe por todo o auxilio e contribuic&o.

Aos secretarios da secdo da Pés-Graduacdo por todos os servicos realizados e pela amizade
durante este periodo.

Aos técnicos do Departamento de Anatomia Paulo Sérgio da Silva e Luciano Alves da Cunha,

pelo incentivo e ensinamentos nas aulas de anatomia.



Ao programa de p6s-graduacéo Biologia Geral Aplicada do Instituto de Biociéncias de Botucatu
— UNESP

Aos professores do Programa de Biologia Geral e Aplicada pela aprendizagem e incentivo.

As amigas, Carol Barcaga e Ludmila Canuto, por toda a amizade, apoio e companheirismo vocés
estardo sempre em minha meméria.

A todos meus familiares, meus avdos Antbnio Rampazzo e Izabel Rampazzo, Wanda de Assis
Teixeira, pela preocupacao e carinho.

Ao meu avbé Osvaldo Guimardes Teixeira (em memdria) que ndo esteve presente durante a
execucdo deste projeto, mas os momentos que passamos juntos foram decisivos para que eu
pudesse chegar até aqui, foi um exemplo de pai, e amigo, saudades...

A FAPESP pelo apoio financeiro.



Sumario
RESUMIO ...ttt e e et e e e e e a e e 7
AADSEFACT. ...ttt Rt b e bbb nnbe e 8
I 1 oo [0 or- Vo T TP P R PPR PP 9
1. Alcoolismo e ModeloSs EXPErIMENTAIS.........eeiiieiie it 9
2. MorfofiSiologia da PrOSTALA. ..........cciuiiiiiiiie it 12
3. MetaboliSMO de TIPITIOS. .....eeiiie it 17
4. EXErciCiO fISICO € PrOSLAA. ... eiviiiieiiieitieie et 19
5. JUSEITICALIVA € ODJETIVO ... 21
6. Refer@ncias DIDHOGIafiCaS. ........ooviiiiiei s 22
[T- CAPITUIOS ...ttt ettt ettt et neas 29
(O o 11 10 [0 0t TP OP PP PP 30
CAPITUIO 2. 47
(O 11 (1] (o 1< PSPPI 69

LEE = CONCIUSAD .ottt ettt e et e ettt e e e e e e e e e e e e et e e e e et e e ee e e e eeeenaaaeeees 93



Resumo

O consumo de etanol estd associado a alteracbes metabdlicas e reprodutivas, causando
doencas, como o cancer de prostata. Umas das medidas que pode amenizar a manifestacdo do cancer,
incluindo o da prdstata, é o exercicio fisico regular. Nosso trabalho tem o objetivo de avaliar a
influéncia do exercicio fisico resistido e do etanol no metabolismo da préstata ventral de ratos
adultos. Vinte ratos Wistar sem a preferéncia ao etanol, 20 ratos UChB, consumo alto de etanol e 20
ratos UChB abstinentes foram divididos em seis grupos. Tres grupos foram submetidos ao
treinamento fisico com uma semana de adaptacdo e 13 semanas de treinamento, realizando quatro
séries de 10 saltos com sobrecarga crescente de 50-70% do peso corporal preso ao térax, com 60
segundos de descanso entre cada série, trés vezes por semana. Os demais grupos permaneceram
sedentéarios. Dois dias apds a ultima sessao de treinamento, 0s animais foram submetidos a eutanasia
por decaptacdo, 0 sangue e as regides intermediaria e distal da prostata ventral foram coletados e
processados para analises imunohistoquimicas, Western Blot, hormonais e bioquimicas. N0ssos
resultados sugerem que o exercicio fisico altera o metabolismo prostatico através das interacdes

parécrinas prevenindo as lesdes prostaticas.

Palavras-chave: etanol, exercicio fisico, prostata, metabolismo de lipidios, proliferacdo celular e

apoptose.

Teixeira, GR.



Abstract

Ethanol consumption is associated with reproductive and metabolic changes, causing diseases
such as prostate cancer. The ethanol chronic consumption of is associated with prostate cancer. One
of the measures that can lessen the manifestation of cancer, including prostate, is regular exercise.
Our work aims to evaluate the influence of resistive exercise and metabolism of ethanol in the ventral
prostate of adult rats. Twenty rats without preference to ethanol, 20 UChB rats, ethanol high
consumption and 20 UChB abstinent rats were divided into six groups. Three groups were subjected
to physical training consisted of one week for adaptation and 13 weeks of physical training,
performing four sets of 10 jumps with increasing overload of 50-70% body weight attached to the
chest with 60 seconds rest between each series, three times per week. The other groups remained
sedentary. Two days after the last training session, rats were euthanized by decapitation, blood and
the intermediate and distal ventral prostate regions were collected and processed for
immunohistochemical, western blot, biochemical and hormonal analysis. Our results suggest that
exercise alters the metabolism of the prostate through paracrine interactions preventing prostate

lesions.

Keywords: ethanol, exercise, prostate, lipid metabolism, cellular proliferation and apoptosis.

Teixeira, GR.



I-Introducéo
1. Alcoolismo e modelos experimentais

O etanol € uma das poucas drogas psicotropicas que tem seu consumo admitido e incentivado
pela sociedade. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), a mortalidade e limitacdo da
condicdo funcional associada ao consumo de bebidas alcoolicas superam aquelas associadas ao
tabagismo (OMS, 2002; Halsted, 2004). No Brasil, o alcoolismo figura como um dos mais graves
problemas de satde publica decorrente de complicagdes psiquo-somaticas e pela repercussdo no meio
social (Fortes & Cardo, 1991; Halsted, 2004). Estudos que associam o consumo de etanol com o
surgimento do cancer de prostata tém se levado em conta a quantidade de etanol ingerida (doses/dia) e
a qualidade das bebidas com alto valor alcoolico, permitindo diagnosticar as categorias do alcoolismo.
Sendo assim, considera-se 0 consumo de menos de trés doses por dia como moderado e mais que sete
doses por dia como consumo abusivo (Rizos et al., 2010). O consumo abusivo de etanol causa em
ambito global cerca de 3% de todas as mortes ou 1,8 milhdes de mortes anualmente. Estudos
demonstraram que 10 a 18% dos casos de pacientes atendidos na emergéncia dos hospitais eram de
casos relacionados com etanol (OMS, 2007). O etanol, depois de absorvido pelo trato gastro-intestinal,
é transportado através da circulagéo portal ao figado onde € oxidado. Apenas 2% a 10% do absorvido, é
eliminado pelos rins e pulmdes. No hepatocito, ha trés vias metabolicas com a capacidade de oxidar o
etanol em aldeido acético: (1%) o sistema da enzima etanol desidrogenase (ADH) na matriz
citoplasmatica, (2% o sistema microssomal de oxidagédo do etanol (MEQOS) no reticulo endoplasmatico
liso e 0 da (3%) catalase nos peroxissomos (Lieber & De Carli, 1991; Lieber, 1993; Murty, 2004).

O etanol e seus metabolitos provocam disturbios generalizados, especialmente, nos sistemas
nervoso central, genital masculino e nos 6rgdos hematopoiéticos. Atua também, diretamente, no
figado, no pancreas, nos intestinos e glandulas enddcrinas (Marks & Wright, 1978; Martinez et al.,
1997, 2000, 2002, 2007; Cagnon et al., 2001, Favaro & Cagnon, 2006; Candido et al., 2007). No

sistema genital, uma das principais consequiéncias do etanol € o hipogonadismo que ocorre tanto no

Teixeira, GR.
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homem como em animais de laboratorio (Bannister & Lowosky, 1987). Alguns autores acreditavam
que essa disfuncdo sexual estava relacionada a doenca crénica do figado (Van Thiel et al., 1974; Van
Thiel & Lester, 1979). Posteriormente, demonstrou-se que a disfuncao hepatica ndo esta associada a
debilitacdo da funcdo reprodutiva (Anderson et al., 1982). Entretanto, as alteracGes relativas ao
sistema genital apresentam-se exacerbadas em individuos com cirrose alcodlica (Wang et al., 1991).
Assim, é conhecido que o etanol atua diretamente sobre o testiculo, alterando a sintese de
testosterona testicular (Banister & Lowosky, 1987; Anderson et al., 1989; Saxena et al., 1990; Tadic
et al., 2000) e, indiretamente, provocando efeitos deletérios sobre o eixo hipotalamo-hipdfise-
testiculo, com consequente reducdo na producdo de andrégenos pelas células de Leydig (Salomen &
Huhtaniemi, 1990; Tadic et al., 2000; Favaro & Cagnon, 2008).

O uso de roedores em estudos experimentais sobre alcoolismo, com dosagens que variam de
5% a 40%, tem elucidado aspectos bioldgicos e bioquimicos relacionados ao alcoolismo, durando
dias (alcoolismo agudo), semanas ou meses (alcoolismo crénico) (Cicero & Badger, 1977; Banderas
etal., 1992).

A influéncia do etanol sobre o sistema genital masculino foi demonstrada através de varios
métodos (protocolos) de inducédo ao alcoolismo experimental. Com base na literatura especializada,
as principais alteragdes morfologicas observadas foram: lesdes das células testiculares, diminuicdo
dos diametros dos tubulos seminiferos, depressdo da testosterona sérica, reducdo do peso das
glandulas sexuais acessorias, atrofia significativa das células epiteliais secretoras e hipertrofia
estromal das vesiculas seminais, glandula de coagulacdo (préstata anterior), prostatas ventral,
dorsolateral e lesdo das organelas envolvidas no processo secretor da prostata ventral (Martinez et
al.,1997; Cagnon et al., 1998; Gomes et al., 2002; Favaro & Cagnon, 2006). Os lobos prostaticos de
roedores s@o suscetiveis as alteragdes morfologicas e inflamatdrias decorrentes do alcoolismo crénico

(Moron et al., 2000; Cagnon et al., 2001; Favaro & Cagnon, 2006). Também, Favaro & Cagnon

Teixeira, GR.
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(2006) verificaram intenso processo inflamatorio associado a diferentes lesdes prostaticas em ratos
alcoolistas cronicos.

O consumo excessivo de etanol leva ao desequilibrio na taxa testosterona/estradiol, diminuindo
a testosterona sérica e aumentando o estradiol circulante (Tadic et al., 2000). Favaro & Cagnon (2008)
demonstraram que o alcoolismo crénico aumentou a expressao do ERa, devido as altas concentragoes
sericas de edradiol, e diminuiu a imunolocalizacdo do AR e ERp, devido a reducdo dos androgenos,
podendo ser considerado indutor de lesGes prostaticas.

A exposicdo aguda e cronica de etanol em humanos também induz a hiperprolactinemia,
condicdo comum na gestacdo, na lactacdo e no tumor de hipofise (Bernichlein et al., 2010). A
hiperprolactinemia resulta em amenorréia nas mulheres, impoténcia nos homens e queda na libido em
ambos (Molitch et al., 1997; Bernichlein et al., 2010). Estudos utilizando diferentes modelos
experimentais demonstraram que altas concentracGes de prolactina relacionaram-se a hiperplasia e
hipertrofia prostatica em roedores (\Van Coppenolle et al., 2001, Kindblom et al., 2003).

O consumo croénico de etanol esta associado ao aumento do reticulo endoplasmatico liso no
figado, local de oxidacdo do etanol (Gayotto & Alves, 2001). A manifestacdo mais freqlientemente
relatada no uso excessivo do etanol € o figado gorduroso. A lipogénese aumentada pode ser
considerada a forma das células desfazerem-se do excesso de ions hidrogénio. A atividade do ciclo do
acido citrico fica alterada, pois as mitocondrias utilizam os equivalentes de hidrogénio originados do
metabolismo do etanol como fonte de energia em detrimento dos derivados do metabolismo dos acidos
graxos. A diminuicdo da oxidacdo dos acidos graxos resulta no acimulo hepatico de lipidio (Lieber &
De Carli, 1991). O consumo de etanol moderado aumenta o0 HDL plasmatico (Hendriks et al., 1998;
Van Tol et al., 1998; Van Der Gaag et al., 1999), triglicerideos (Kato et al., 2003) e pode estar
associado com a sindrome metabolica (Djousse” et al., 2004).

Desde a década de 40, pesquisadores tém investigado roedores com preferéncias ao consumo de

etanol (Spanagel, 2000). Li et al. (1987) relataram a existéncia de pares de variedades de ratos de

Teixeira, GR.
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consumo de etanol. Os ratos UChA e UChB (UCh = Universidade do Chile), os de Helsink, iniciados
por Kalervo Eriksson, e os de Lumeng & Li em Indianapolis. As variedades AA (Alko Alcohol) e ANA
(Alko Nonalcohol) de Helsink foram obtidas por cruzamentos alternados inbreeding com outbreeding.
As variedades P (Alcohol Preferring - 5-8g/kg/day) e NP (Non-Alcohol-Preferring - menos de
0,5¢/kg/dia) de Lumeng & Li tém sido obtidas por cruzamentos outbreeding. Além dessas variedades
de ratos, existem variedades de camundongos, entre as de consumo voluntario mais elevado, esta a
C57BL/6 e entre as de consumo baixo, a BALB e DBA (McClearn & Rodgers, 1961). As variedades
de ratos UChA e UChB constituem modelos raros para estudos relacionados aos fatores genéticos,
bioguimicos, fisioldgicos, nutricionais e farmacologicos dos efeitos do etanol, além do apetite e a
tolerancia, fatores do alcoolismo humano.

A variedade UChB (consumo voluntario alto de etanol) € adequada para investigacoes
relacionadas a ingestdo de etanol. Para que ocorra a manifestacdo da doenca alcoolismo € necessario,
além da predisposicdo genética, que o paciente tenha bebido etanol em grandes quantidades durante
longo periodo, o que faz da variedade UChB adequado modelo experimental, pois possui
predisposicdo genética para ingerir voluntariamente grandes quantidades de etanol a 10%. Ha
caminhos importantes para o enfoque dos estudos sobre o alcoolismo humano que podem ser
investigados com o modelo UChB: a busca de marcadores genéticos que indiquem a predisposi¢éo ao
alcoolismo, a busca de terapéuticas eficazes para o tratamento do alcoolismo e as alteracdes

morfofuncionais provocados pela ingestdo de etanol (Mardones, 1993; Martinez et al., 2000).

2. Morfofisiologia da préstata
A prostata, glandula sexual acessoria, é lugar de frequente crescimento maligno ou benigno,
constituindo foco de um dos maiores problemas de satide publica. E glandula exdcrina do tamanho de
uma noz. Produz secrecdo que compreende a maior fracdo liquida no ejaculado humano (~30%)

(Sampson et al., 2007), essencial para a mobilidade e fertilidade dos espermatozoides (Aumdller,

Teixeira, GR.
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1989). O padrdo da glandular prostatico € comum nos mamiferos, no entanto, ha detalhes que
diferenciam as espécies. Nos roedores, estruturalmente, a prostata é constituida por pares de lobos
(ventral, lateral e dorsal) de glandulas tdbulo acinosas e estroma que circundam a uretra pélvica. A
prostata anterior ou glandula de coagulacdo localiza-se na face concava das vesiculas seminais
(Marker et al., 2003; Untergasser et al., 2005). Semelhante aos roedores, a glandula prostatica em
humanos apresenta lobos durante o desenvolvimento, no entanto, o tecido conjuntivo une os lobos,
tornando-a sélida posteriormente. De acordo com a posicdo da uretra, a prostata humana pode ser
dividida em zonas anterior, central, periférica e transicional (Wendell, 2000). Os lobos da prostata de
ratos sao formados com porcdes secretoras e ramificagdes do sistema de ductos excretores, inserido
em estroma delicado. Encontra-se nos lobos ventrais e laterais ductos principais com ramificacGes
grandes, ao passo que no lobo dorsal hd ducto principal com numerosos ramos estreitos e curtos
(Hayashi et al., 1991). O lobo dorsolateral € mais semelhante a zona periférica da prostata humana,
local de maior incidéncia de carcinomas (Roy-Burman et al., 2004). Cada lobo possui caracteristicas
histoldgicas e secrecdo de proteinas especificas (Cunha et al., 2004). O lobo ventral é mais sensivel a
alteracdes hormonais, mas ndo tem homologia com a prostata humana (Burnstein, 2005, Roy-Burman
et al., 2004).

Os 4acinos prostaticos sdo revestidos de epitélio secretor com dois compartimentos
morfologicamente distintos: o basal e o luminal ou secretor. Nesses compartimentos localizam trés
tipos células: a basal, a luminal ou secretora e a neuroendécrina (Miki, 2009). Essas células podem
ser diferenciadas pela expressdo ou co-expressdo diferencial de citoqueratinas (CK) e antigenos de
superficie (CD - cluster de diferenciacdo) (Berry et al., 2008). O estroma prostatico ¢ formado por
complexo arranjo de células, musculares lisas, fibroblastos e miofibroblastos e pela matriz
extracelular. Ressalta-se que o0s elementos estromais fornecem sinais biologicos e exercem

influéncias mecéanicas sobre as células epiteliais (Cunha & Matrisian, 2002; Miki, 2009).

Teixeira, GR.
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A celula luminal prostatica é o tipo mais freqiente tanto no epitélio normal quanto no
hiperplasico e é responsavel pela secrecdo do antigeno prostatico especifico (PSA) e da fosfatase
acida prostatica (PAP) no homem (De Marzo et al., 1999) e pela prostateina e probasina no rato
(Berry et al., 2008). As células luminais sdo andrdgeno-responsivas e androgeno-dependentes
(Taylor & Risbridger, 2008) e expressam o receptor de andrdgeno (AR) e as citoqueratinas (CK) 8 e

18 (Wang et al., 2001), considerados biomarcadores das células luminais (De Marzo et al., 1999).

As células neuroendocrinas ndo sdo andrégeno-responsivas, sendo identificadas pela
expressdo da neurofisina, cromogranina A, sinaptofisina e calcitonina e pela auséncia do PSA e do
AR (Abrahamsson et al., 2000; Berry et al., 2008). Trata-se de tipo celular diferenciado que pode
tornar-se modificado no cancer prostatico onde apresenta alteragcbes no nimero, na histologia e na

funcéo, sugerindo seu papel regulatério (Nelson et al., 2007; Ruscica et al., 2007).

As células basais sdo indiferenciadas e ndo apresentam atividade secretora (McNeal, 1988).
Essas células ndo dependem de androgenos para o seu crescimento, diferenciacdo, manutencéo e
sobrevivéncia, mas respondem indiretamente ao estimulo androgénico via fatores de crescimento
derivados do estroma. Os fatores estromais agem sobre as células basais influenciando o
repovoamento de celulas no compartimento celular luminal (De Marzo et al., 1999; Taylor &
Risbridger, 2008). A expresséo de AR em células basais é relativamente baixa comparada as células
luminais (Leav et al., 1996). Por outro lado, as células basais expressam receptor de estrogeno e
quando submetidas a terapia estrogénica proliferam-se (Collins & Maitland, 2006). Com relacé@o aos
biomarcadores, as células basais sdo normalmente identificadas pela auséncia das principais proteinas
secretoras da prostata (PSA e a PAP) (Epstein, 1993), da CK8 e CK18 e pela co-expressdo de CK5 e
CK14 (Van Leenders et al., 2000; Wang et al., 2001). A proteina p63, além de ser o biomarcador
mais utilizado na identificacdo das céelulas basais, € também empregada na diferenciacdo de células
prostaticas com caracteristicas benignas e neoplasicas (Yang et al., 1998; Farinola & Epstein, 2004).

Apesar da literatura cientifica fornecer importantes informacdes fenotipicas da célula basal em

Teixeira, GR.
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condigdes normais e experimentais, o seu exato papel funcional durante o desenvolvimento,
funcionamento e carcinogénese ainda ndo estdo claros (Berry et al., 2008; Taylor & Risbridger,

2008).

O desenvolvimento e crescimento da prostata normal dependem de processos bioldgicos de
morfogénese, manutencdo da atividade funcional, proliferacdo e diferenciacdo reguladas por
androgenos (Leav et al., 2001; Cunha et al., 2002; Imamov et al., 2005). Dados experimentais e
clinicos apontam para o importante papel dos androgenos na manutencdo, gerenciamento e
progressao de doencas como o0 cancer prostatico. A testosterona e a diidrotestosterona (DHT) sdo 0s
principais androgenos que estimulam a diferenciacdo prostatica (Hsing, 2002, Toorians et al., 2003).
Importante representante do desenvolvimento e progressdo do cancer de prostata € o AR. Os
andrdgenos exercem a maioria dos seus efeitos ao se ligarem e ativarem esses receptores (Swinnem,
2004). O AR promove o crescimento e a regulacdo da prostata normal e permanece presente em
quase todos os tumores prostaticos, mesmo em tumores recorrentes independentes de androgenos
(Sadi et al., 1991; Van Der Kwast et al., 1991). Alem dos androgenos, outros hormdnios como 0s
estrégenos atuam sinergicamente a testosterona, influenciando tanto as funcdes normais da prostata
quanto as alteracdes patologicas (Weihua et al., 2001; Cunha et al., 2002).

Os estrogenos possuem efeitos anti-androgénicos e alteram o eixo hipotalamo-hipofise-
testiculo, reduzindo a producdo de androgenos pelas células de Leydig, causando a involugdo do
epitélio prostatico e o crescimento estromal em animais adultos (Weihua et al., 2002). Os efeitos
estrogénicos na proéstata resultam da ligacdo desses hormoénios com seus receptores especificos o e 3
(ERw, ERp), expressados no estroma e no epitélio, respectivamente (Risbridger et al., 2001; Cunha et
al., 2002). Em estudo que utilizou tecido prostatico recombinante de animais adultos knockout para
0s receptores estrogénicos a e B, Risbridger et al. (2001) demonstraram que a resposta do tecido
prostatico ao estrogeno requer mecanismos paracrinos, mediados tanto por receptores [3 do estroma

como receptores o do epitélio. Experimentos observaram que os efeitos dos estrégenos sobre a
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prostata resultam do balanco dinamico entre os ERpp e ERa envolvidos em mecanismos celulares
(Adams et al., 2002; Weihua et al., 2002). Os ER[} podem estar envolvidos no processo anti-
proliferativo epitelial e tambem na diminuicdo do processo apoptotico epitelial (Imamov et al., 2004)
e sua expressdo e suprarregulada por androgenos (Adams et al., 2002; Asano et al., 2003).

A morfologia e a fisiologia da prostata tém sido examinadas com particular atencdo as lesbes
que atingem esse Orgdo. Dentre as lesdes destacam-se a hiperplasia prostatica benigna (HBP), o
cancer prostatico (CP), a neoplasia intraepitelial (NIP), a atrofia prostatica (AP) e a atrofia
inflamatoria proliferativa (PIA) (Marcelli & Cunningham, 1999; Leav et al., 2001; De Marzo et al.,
2003).

A HBP esta associada ao envelhecimento, caracterizando-se por predominante proliferagcdo
estromal e, embora ocorra 0 aumento substancial do epitélio, a integridade regional da glandula é
mantida (Droller, 1997; Krieg et al., 1993). A segunda maior causa de mortes por cancer na
populacdo ocidental masculina é o CP, considerado doenca epitelial e, frequentemente, estende-se
aléem dos limites normais do orgdo (Droller, 1997). O desenvolvimento do CP é de natureza
endocrina e a ocorréncia aumenta com a idade (Davies & Eaton, 1991). De acordo com Majumder et
al. (2008), a NIP e clinicamente apontada como lesdo precursora do adenocarcinoma invasivo e pode
precedé-lo por até 10 anos. Estudos clinicos demonstraram que homens com NIP de alto grau
possuem 17% a 35% de risco de desenvolver o CP. A AP também é considerada alteracdo prostatica
precursora do adenocarcinoma, associada com inflamacdo crénica (De Marzo et al., 2003). Em
homens senis, areas de atrofia epitelial sdo extremamente comuns na préstata (De Marzo et al.,
2007). A AP ¢ caracterizada pela reducdo do volume glandular preexistente e pode ser dividida em
dois tipos: difusa (APD) e focal (APF) (De Marzo et al., 2003). APD resulta da diminuicdo dos
androgenos circulantes, comprometendo a prostata de forma relativamente uniforme. Em contraste, a
APF pode ndo estar relacionada a diminuicdo das concentracdes de andrdgenos circulantes,

comprometendo apenas parte da glandula (De Marzo et al., 2003).
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A PIA ¢ lesdo do epitélio prostatico que ocorre simultaneamente aos diferentes graus de
inflamacéo intersticial adjacente. O termo PIA foi proposto por De Marzo et al. (1999) para designar
focos de epitélio glandular proliferativo com o aspecto morfologico de atrofia simples ou de
hiperplasia pos-atrofica (PAH), ocorrendo em associacdo a inflamacdo. Apesar da proliferacdo, a
lesdo nédo cresce em volume devido a possivel perda celular que compensa a proliferagdo. Além
disso, o epitelio em regeneracéo pode suprir a morte celular programada, a0 menos temporariamente,
para substituir as células “perdidas’, o que embasa o0 conceito de que a PIA é lesdo regenerativa.
Ainda, Putzi & De Marzo (2000) postularam que a PIA possa representar condi¢do precursora da NIP
ou do CP. Segundo De Marzo et al. (2003), todas as formas de atrofia focal da prostata séo
proliferativas e a ampla maioria esta associada a inflamacdo, podendo se originar do estresse

oxidativo aumentado, possivelmente, derivado das células inflamatorias adjacentes.

3. Metabolismo dos lipidios

O colesterol e outros depositos de gordura acumulam-se em tumores solidos (White, 1909).
Desde entdo, estudos em seres humanos e em modelos animais tém apoiado a existéncia da relacéo
entre o colesterol nos tecidos e secre¢des na prostata em crescimento. Estudos epidemiologicos ndo
tém encontrado associacdo entre o colesterol circulante ligado ou ndo a dieta e o cancer (Wu et al.,
1994; Veierod et al., 1997; Smith-Warner et al., 2002). As células prostaticas sintetizam colesterol
enddgeno através do mevalonato. No entanto, grande parte do colesterol que residem nas membranas
celulares origina-se a partir da captacao de lipoproteinas circulantes (Simons and Ikonen, 2000).

Os androgenos aumentam a expressdo de genes envolvidos no metabolismo dos lipidios.
Fator determinante para a regulacdo do metabolismo dos lipidios sdo os SREBP (sterol-regulatory
element-binding protein) que sdo sintetizados e ficam ancorados na membrana do reticulo
endoplasmatico. O receptor de LDL (LDLR) é a glicoproteina da superficie celular que se conecta e

internaliza LDL, principais transportadores de colesterol e acidos graxos no sangue. A expressdo de
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LDLR é regulada pelo SREBP (Chen & Hughes-Fulford, 2001; Swinnen et al., 2004). Essa enzima
apresenta-se inativa pela interagdo SREBP-SCAP (SREBP-cleavage-activating protein),
permanecendo retida no reticulo endoplasmatico pelas proteinas de retengdo INSIG (insulin-induced
gene). O complexo SREBP-SCAP-INSIG é estabilizado pelo colesterol. Quando os esteroides sao
baixos, 0 complexo SREBP-SCAP ¢ liberado do INSIG e migra para o complexo de Golgi, onde é
proteoliticamente clivado e ativado o fragmento amino-terminal SREBP. O fragmento SREBP entao
é translocado para o nucleo, onde interage com sitios de transcricdo de genes envolvidos na sintese de
lipidios, de receptores lipidicos e no metabolismo de acidos graxos e colesterol (Heemers et al., 2001;
Swinnen et al., 2004; Sampath & Ntambi, 2006). Os receptores de andrégenos atuam principalmente
no aumento da expressdo de SCAP, alterando o balanco entre SCAP e sua proteina de retengédo
(INSIG), favorecendo a liberacdo do complexo SREBP-SCAP (Heemers et al., 2004). No entanto, 0
SREBP pode modular a atividade transcricional de AR nas células prostaticas. Suh et al. (2008)
demonstraram que o SREBP suprime a transativacdo do AR competindo como coativadores e por
ativar o recrutamento de histonas deacetilases. Portanto, a superexpressdo de SREBP inibe a
proliferacdo do cancer de prostata e o crescimento de tumores em modelos animais.

Os receptores CD36 e LIMPII sdo denominados de scavenger receptors com a funcdo de
limpeza (varrer) e por reconhecer e remover macromoléculas desnecessarias no meio celular, como a
LDL (lipoproteinas de baixa densidade) modificada. A LIMPII (Lysosomal Integral Membrane
Protein I1) é identificada como membro da familia scavenger receptor classe B como a CD36 (Fujita
et al., 1992). Crombie & Silverstein (1998) relataram que o LIMPII pode ter funcdo semelhante ao
CD36, além de receptor de lipidios, pode conectar-se a trombospondina. CD36 é a glicoproteina de
superficie celular presente em plaquetas, mondcitos, alguns tipos de células endoteliais, epiteliais e
eritrocitos (Greenwalt et al., 1990; 1992; Knowles et al., 1984). O CD36, além de receptor de
lipidios, também é um dos receptores de transmembrana da trombospondina (TSP), glicoproteina que

naturalmente inibi a angiogénese, essencial para o crescimento tumoral (Calvo & Vega, 1993; Vallbo
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et al., 2004; Vallbo & Damber, 2005; Damber et al., 2006). O papel da TSP no desenvolvimento do
cancer prostatico ainda ndo foi elucidado, porém Vallbo et al. (2004) observaram que a TSP esta
expressa em prostata normal e BPH, porém sua expressdo esta diminuida em tecido prostatico pré-

maligno (PIN — neoplasia intra-epitelial) e estd ausente no cancer prostatico.

4. Exercicio fisico e prostata

Atividade fisica € qualquer movimento do corpo que resulta em gasto energético (Saba,
2001). A diferenca entre exercicio fisico e atividade fisica é a sistematicidade do movimento, ou seja,
é a atividade fisica organizada em inicio, meio e fim de modo que o praticante atinja pela sua
condicao corporal fins pré-determinados (Saba, 2001).

O exercicio resistido tem demonstrado provocar resposta hormonal significativa de forma
aguda, critica para o crescimento de tecidos musculares e remodelacao, e alterando as concentracGes
hormonais de forma cronica, levando ao aumento na for¢ca muscular e hipertrofia. Hormdnios
anabolicos, como a testosterona e a superfamilia dos hormonios do crescimento (GH) tém se
mostrado elevados apds 15-30 minutos de exercicios resistido adequado (Kraemer et al., 2005).
Protocolos de alto volume, intensidade de moderada a alta, utilizando intervalos de descanso curto e
estressando grande massa muscular, tendem a produzir maiores eleva¢bes hormonais agudas em
comparagdo com o volume baixo. Outros hormdnios anabdlicos, como insulina e o fator de
crescimento semelhante a insulina- 1 (IGF-1) é fundamental para o crescimento do musculo
esquelético. Para a producao de forca e liberacdo de energia durante o exercicio resistido é necessario
a elevacgéo de catecolaminas (Kraemer et al., 2005).

A importancia do exercicio fisico para manutencdo da vida saudavel é documentado e abrange
todos os aspectos da vida, desde a simples melhora nas funcées fisioldgicas, como a capacidade
cardiovascular respiratoria e 0 estado metabdlico, incluindo a reducdo de derrame e a reducdo da

mortalidade (Blair & Morris, 2009). Outros beneficios do exercicio fisico sdo reducdo de riscos
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cardiovasculares, controle da hipertensdo, melhora do perfil lipidico, prevencado do diabetes tipo 2,
beneficios no metabolismo dsseo e composicéo corporal (Blair & Morris, 2009).

Estudos experimentais em animais e epidemiologico em humanos sugerem a correlacao entre
a realizacdo do exercicio fisico e a diminui¢do no desenvolvimento do cancer. Dados disponiveis na
literatura especializada indicam que o exercicio fisico tem diferentes associacdes com diferentes tipos
de cénceres (Lee, 2003). O exercicio fisico esta associado com reducéo do risco de cancer de célon e
de reto, tanto em homens como em mulheres (Blair & Morris, 2009), reducdo de 20-30% do cancer
de mama (Lee et al., 2001), parece estar relacionado com cancer de pulmdo (Lee et al., 2001), no
entanto, ndo estdo claros os efeitos do exercicio fisico no cancer de prostata. O exercicio fisico
diminui a producao de testosterona livre, aumentando a quantidade circulante do complexo globulina
ligada a hormonios esteroides (SHRG) que amarram esses hormdnios esterdides e reduzem a sua
habilidade de influenciar os tecidos alvos (Friedenreich & Orenstein, 2002), pois 0 cancer prostatico
esta relacionado com o aumento da testosterona livre em homens.

Sugere-se que o exercicio fisico pode reduzir o risco de cancer prostatico através de mudancas
no estilo de vida, interagindo com dieta composta por pouca gordura, promovendo reducdo de
insulina, IGF-I e testosterona livre, junto com aumento da proteina ligada ao horménio sexual
(SHBP) e IGFBP-1 (Tymchuk et al., 1998; Barnard et al., 2003). Leung et al. (2004) concluiram que
0 exercicio regular com intensidade moderada em homens idosos altera o eixo IGF in vivo, reduzindo
0 IGF-I e aumentando o IGFBP. Essas mudancas séricas afetam as células do cancer prostatico da
variedade LNCaP in vitro, aumentando a proteina p53. Os resultados sugerem 0 mecanismo para
explicar dados epidemioldgicos que relatam a reducdo do risco de cancer de prdstata em homens que
séo ativos fisicamente.

O IGF-1 é importante durante o crescimento e desenvolvimento, sendo controlado
primariamente pelo horménio do crescimento (Benbassat et al., 1997). Com a idade, o horménio do

crescimento declina como o IGF-1 (Benbassat et al., 1997). A insulina estimula a produgdo pelo
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figado de IGF-I (Shimizu et al., 1991). A reducédo da insulina coincide com o aumento da IGFBP-I
em praticantes de exercicio regular (Barnard et al., 2003). Em adi¢do, os efeitos da insulina no figado
alteram o eixo IGF-1 e também suprime a producdao de globulina ligada ao horménio esteroide
(SHBG) que ira aumentar a quantidade de testosterona livre disponivel para interagir com as celulas
CaP dependentes de andrégeno (Plymate et al., 1988, 1990).

Outro mecanismo onde o exercicio fisico moderado em longo prazo pode interferir em
patologias prostaticas é reduzindo a atividade do sistema nervoso autdnomo simpatico (SNAS). Ha a
hipotese que o exercicio fisico deva ter efeitos benéficos na BPH que € em parte mediada pela
atividade do SNAS. Platz et al. (1998) sugeriram, em humanos, que a diminuicdo da atividade do
SNAS, ap0s o exercicio fisico, possui efeito benéfico sobre a incidéncia de sintomas no trato
urinario, incluindo alteracbes na préstata e na uretra prostatica. Segundo esses autores, varias
evidéncias suportam o papel da atividade do SNAS sobre a sintomatologia BPH. A expressdo de
adrenoceptores al no estroma prostatico, comumente em células musculares lisas, esta relacionada
com a contratilidade da musculatura lisa dependente de norepinefina. A reducdo sistémica na
atividade do SNAS com atividade fisica regular diminui o tbénus da musculatura lisa prostatica,

levando ao desaparecimento dos sintomas da BPH.

5. Justificativa e objetivo
Uma das causas das lesdes prostaticas € o consumo excessivo de etanol. O etanol pode
influenciar o metabolismo de androgenos e aumentar os estrégenos (Thorpe & Neal, 2003). Candido et
al. (2007), utilizando ratos machos UChB, bebedores voluntéarios de etanol a 10%, demonstraram que o
consumo de etanol em altas doses produz alteracdes no epitélio e no estroma prostatico. O etanol
interfere na homeostase epitélio-estromal, sendo efetivo agente desencadeador de doencas prostéaticas,
incluindo o carcinoma prostatico (Candido et al., 2007). O exercicio fisico resistido pode atuar como

terapéutica e auxiliar no tratamento de lesGes prostaticas ou até mesmo cancer. Relatos indicam que o
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exercicio fisico muda a progressao do tumor (Westerlind et al. 2003; Bacurau et al., 2007) e aprimora o
bem estar psiquico e a qualidade de vida dos pacientes com cancer (Segal et al., 2003; Courtneya,
2003). Nosso objetivo foi avaliar a influéncia do exercicio fisico resistido no metabolismo do lobo

ventral da prostata de ratos UChB.
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Abstract

Studies have investigated the potential protective effect of exercise against prostate cancer
risk. However, there still are doubts about the correlation of effects of physical activity and steroid
hormone on the prostatic lesions risk reduction. Thus, the aim of this study was to correlate and
quantify the proliferative and apoptotic balance and the steroid hormone receptors (SHRsS) levels in
the rat ventral prostate after training. Twenty Wistar male rats were divided into two groups: control
and trained. The animals from the trained group were submitted to training for 13 weeks, and
performed 4 sets of 10 jumps per set carrying a load of 50-70% body weight strapped to the thorax
with 60 seconds rest between each set. Two days after the last training session, all animals were
euthanized and the intermediate and distal regions of the ventral prostate were collected and
processed for immunohistochemistry, western blot and hormonal analyses. The results showed that
the highest serum corticosterone, DHT and testosterone levels were found in the trained group. The
androgen receptor level was significantly higher in the control group. The greatest ERa and ERf
protein levels occurred in trained rats. Moreover, the trained group demonstrated disturbance in the
proliferation/apoptosis rate, indicating a prevalence of the apoptotic process. Thus, based on the
important role of SHRs in the maintenance of prostatic tissue integrity and involvement of physical
exercise in apoptotic and proliferative balance, it could be concluded that there is a direct correlation
between physical activity and the glandular microenvironment dynamics prostate. The ER3 showed
involvement in the increase of the apoptosis while AR and ERa positively regulate the proliferative
processes. Finally, the dynamic signaling of the SHRs pointed to the role of physical exercise in the

regulation of paracrine interactions, preventing the occurrence of prostatic proliferative disorders.

Keywords:  ventral prostate, physical exercise, steroid hormone receptors,

immunohistochemistry, apoptosis, proliferative process.
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Introduction

Epidemiological and molecular evidence suggest potential associations between physical
activity and prostate cancer risk reduction (Friendenreich & Thune, 2001; Friendenreich & Orenstein,
2002; Antonelli et al., 2009). Physical exercise appears to lower levels of biologically available sex
hormones, which could lead to decreased risk of hormone-related cancers, including prostate cancer
(Friendenreich & Orenstein, 2002; Antonelli et al., 2009). Prostate cancer has been linked with
increased levels of biologically available testosterone in men (Yu & Rohan, 2000; Friendenreich &
Orenstein, 2002; Antonelli et al., 2009). Physical activity may affect risk of these hormone-related
cancers not only by decreasing the endogenous production of androgens but also by increasing
amounts of circulating sex-hormone binding globulin, which binds to these sex hormones and
reduces their ability to influence target tissues (Yu & Rohan, 2000; Antonelli et al., 2009). Regular
physical exercise significantly lowers insulin levels, which may be associated with decreased cancer
risk (Friendenreich & Orenstein, 2002; Antonelli et al., 2009). Also, exercise may also affect cancer
risk through its effects on insulin-like growth factors (IGFs), because high levels of circulating IGF-1
have been associated with increased risk of prostate cancer (Yu & Rohan, 2000; Giovannucci, 2001).

However, a lack of understanding remains about the natural history of prostate cancer and
hence the etiologic role of physical activity, including the biological mechanisms and relevant time
periods in prostate carcinogenesis, are still unknown.

The androgen-mediated development of the prostate involves paracrine interactions between
the epithelium and mesenchyme, with androgen receptors inducing morphogenesis and epithelial
proliferation, in addition to modulating the expression of specific secretory proteins and epithelial
androgen receptors (AR) (Marker et al., 2003; Favaro & Cagnon, 2008). The biological actions of
androgens are mediated by interaction with specific intracellular receptors which modulate gene
expression by binding to nuclear chromatin (Marker et al.,, 2003). Testosterone and
dihydrotestosterone (DHT) are the main circulating androgens (Toorians et al., 2003), although
estrogen also contributes to prostate function. The biosynthesis of oestrogen involves hydroxylations
of the androgen precursor which are mediated by an enzyme complex known as aromatase and that is
expressed by the Cyp 19 gene (Risbridger et al., 2003). This enzyme is critical in regulating the
equilibrium between androgen and oestrogen, which contributes to the circulation and tissue levels of
these hormones (Risbridger et al., 2003). The effects of oestrogen in the prostate are mediated by the
binding of this hormone to specific o and  oestrogen receptors (ERa, ERB) (Cunha et al., 2002;
Favaro & Cagnon, 2008). Several studies have shown that the chronic and acute responses to
oestrogens are mediated specially by the o receptors (Matthews & Gustafsson, 2003; Imamov et al.,
2005; Taylor et al., 2005).
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The independent actions of androgen and oestrogen can alter the normal growth of the
prostate, although neither of these hormones alone can induce organ malignancy (Risbridger et al.,
2003). Different authors have mentioned that the combination of androgens and oestrogens is
responsible for inducing prostatic dysplasia, and pre-malignant changes in prostatic cells. Thus, the
imbalance between these hormones is a crucial factor for presenting both normal prostatic function
and triggering aberrant growth models resulting in malignancy (Bianco et al., 2002; Risbridger et al.,
2003).

Thus, there still are doubts about the correlation of physical activity and prostatic lesions risk
reduction. Also, the relation to physical exercise and steroid hormone receptors (SHRS) is unclear,
but this knowledge could certainly contribute to structural and functional maintenance of the prostate.
Then, the aim of the hereby study was to correlate and quantify the level of the SHRs, and apoptotic
and proliferative balance in ventral prostate of the rats after physical exercise resistance.

Materials and methods

Experimental proceedings

Twenty Wistar male rats, aged 90 days, were divided into two groups: control (10 animals)
and trained group (10 animals). During the first week, all trained animals were previously adapted to
water and exercise conditions. This procedure consisted of jumped sessions (three times per week
during seven days) in a reservoir containing water at 30°+2°C, with incremental number of sets (two
to four) and repetitions (five to ten) and 60 seconds rest between each set, carrying a load of 50%
body weight strapped to the chest (Oliveira et al., 2002; Cunha et al., 2005). After adaptation period,
the animals were submitted to training for 13 weeks, and performed 4 sets of 10 jumps per set
carrying a load of 50-70% body weight strapped to the thorax with 60 seconds rest between each set
(Oliveira et al., 2002; Cunha et al., 2005).

Two days after the last training session, the control and trained groups were euthanized by
decapitation, and the intermediate and distal regions of the ventral prostate were collected and
processed for immunohistochemistry, western blot and hormonal analyses. This study was approved
by the Committee for Ethics in Animal Experimentation (CEEA/IBB/UNESP, protocol n°. 83/07
CEEA) and the experiments were done according to the guidelines of the Brazilian College for
Animal Experimentation (COBEA).

Immunodetection of AR, ER-a, ER-f and Ki-67
Samples of the ventral prostate obtained from 5 animals in each group were fixed in in 10%
formalin solution, embedded in paraffin and cut into 4 pm thick sections. Different protocols were
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used for antigen retrieval. After, the sections were incubated in 3% H202 to block endogenous
peroxidase and nonspecific binding was blocked by incubating the sections in blocking solution at
room temperature. Primary polyclonal rabbit AR-N20 antibody for the AR (sc-816; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), monoclonal rabbit clone E115 antibody (04-227; Millipore,
Temecula, CA, USA) for the ER[ !, monoclonal rabbit clone 68-4 antibody (05-824; Millipore,
Temecula, CA, USA) for the ERB and monoclonal mouse clone MM1 antibody (NCL-Ki67-MM1,;
Novocastra; Newcastle, United Kingdom) for Ki-67 were diluted in 1% BSA (1:150; 1:35; 1:35;
1:100) and applied to the sections overnight at 4°C. Bound antibody was detected with Novolink
Polymer Detection Systems (Leica Microsystems,Wetzlar, Germany). Secondary labeled polymer
(Novolink Polymer Detection Systems) was applied for 40 min at room temperature. Peroxidase
activity was detected using a diaminobenzidine chromogen mixture (Novolink Polymer Detection
Systems). Sections were lightly counterstained with Harris' hematoxylin and photographed with a

Zeiss Axiophot (Zeiss, Hamburg, Germany) photomicroscope.

Determination of the proliferative index

Samples of the ventral prostate from 5 animals in each group, the same used for Ki-67
immunodetection, were used for determination of the proliferative index. Ten fields were taken at
random and measured per animal, resulting in 50 fields per group with an X40 objective lens and the
total number of Ki-67 staining positive cells was expressed as the percentage of these total cells,

including luminal and basal epithelial cells.

Detection of apoptosis and determination of the apoptotic index

Samples of the ventral prostate from 5 animals in each group, the same used for
immunodetection, were processed for DNA fragmentation (TUNEL) by means of Terminal
Deoxynucleotidyl Transferase (TdT), using the Kit FragELTM DNA (Calbiochem, La Jolla, CA,
USA). The apoptotic nuclei were identified using a diaminobenzidine chromogen mixture (Kit
FragELTM DNA). Ten microscopic fields were randomly taken and analyzed per sample, resulting
in 50 fields per group, using a Zeiss Axiophot (Zeiss, Hamburg, Germany) photomicroscope with a
X40 objective. The apoptotic index was determined by dividing the number of apoptotic nuclei by
the total number of nuclei found in the microscope field.

Western blot analysis
Samples of the ventral prostate obtained from 5 animals in each group were frozen, weighed
and homogenized in 50 pl/mg of lysis buffer. The tissue homogenates were centrifuged and a sample
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of each extract was used for protein quantification with Bradford's method. Aliquots containing 50-
70 pg of protein were separated by SDS-PAGE on 10% polyacrylamide gels under reducing
conditions. After electrophoresis, the proteins were transferred to nitrocellulose membranes
(Hybond-ECL; Amersham, Pharmacia Biotech, Arlington Heights, IL., USA). The membranes were
blocked with TBS-T containing 1% BSA and incubated at 4°C overnight with polyclonal rabbit AR-
N20 antibody for the AR (sc-816; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), monoclonal
rabbit clone E115 antibody (04-227; Millipore, Temecula, CA, USA) for the ER' ' and monoclonal
rabbit clone 68-4 antibody (05-824; Millipore, Temecula, CA, USA) for the ERp (diluted 1:1,000;
1:500, 1:350; respectively in 1% BSA). The membranes were then incubated for 2h with rabbit
secondary HRP-conjugated antibodies (diluted 1:2000 in 1% BSA; Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA). Peroxidase activity was detected by incubation with a diaminobenzidine
chromogen (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA). The intensities of immunoreactivity bands of
each protein were quantified from 5 animals in each group using Genius ColorPage HR8 (Genius;
Shenzhen, China) scanner and an image analysis software (NIS-Elements, Advanced Research;
Nikon, Tokyo, Japan). B-Actin was used as an endogenous control. The results were expressed as
means of ratio between each band intensity compared with p-actin band intensity.

Quantification of serum corticosterone, dihydrotestosterone (DHT), testosterone and
estradiol levels

Blood samples were collected from all animals in each group. Blood samples were collected
from cervical vessels following decapitation.

Serum corticosterone, DHT, testosterone and estradiol concentratrions were determined by
radioimmunoassay using Coat-aCount total corticosterone/DHT/testosterone /estrogens Kkits
(Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA), and the concentrarions were expressed in

ng/mL, ng/mL e pg/mL, respectively.

Statistical analysis

The results were expressed as the mean + standard error. The hormonal and Western Blotting
analysis were statistically compared among the groups by analysis of variance followed by the t
student test, with the level of significance set at 5% (Montgomery, 1991).

Results
Serum corticosterone, DHT, testosterone and estradiol levels
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The serum corticosterone, testosterone and DHT levels were significantly higher in the trained
group (Figure 1A, B and C). Furthermore, testosterone and corticosterone index was significantly
higher in the control (Figure 1D).

There were no significant differences in the estradiol levels between control and trained

groups (Figure 1E).

Immunolocalization and western blot analysis of AR, ER-a and ER-f

The highest AR protein levels were found in the control group when related to B-Actin level,
showing immunoreactivity in the epithelial and stromal cells (Figures 2a, 2b and 3).

In contrast, ER-a protein level was significantly higher in the trained group, exhibiting
immunoreactivity in the secretory epithelium and stroma (Figures 2c, 2d and 3).

Furthermore, ER-B protein level was significantly higher in the trained group, exhibiting
immunoreactivity in the epithelial cells and absent in the stroma (Figures 2e, 2f and 3).

Proliferative and apoptotic indexes

The proliferative response was significantly greater in control (1.7%) compared to trained
group (1.3%) which showed decreasing value for this variable (Figures 4a, b and e).

In contrast, apoptotic index was significantly increased in the trained (2.5%) in relation to the
control group (1.2%) (Figures 4c, d and e).

Also, the index between apoptosis and proliferation was 1.9 in trained and 0.7 in control
group (Figure 4e).

Discussion

Our results showed that resistive exercise increased corticosterone, testosterone, DHT and
decreased the AR. Estrogen receptors a and 3 increased while testosterone / corticosterone rate was
lower.

The efficiency of physical training depends on the intensity, volume and periodization of
training, with subsequent assessment of stress tolerance (Kraemer et al., 2005). High concentrations
of circulating corticosterone levels accompanied by low testosterone / corticosterone indicate a
preponderance of anaerobic activity in physical exercise resistance (Hakkinen, 1989). Animal models
submitted to resistance exercise protocols have shown that high concentrations of corticosterone at
rest reflect the stress of long-term training and adaptation to physical training program, similar to that
observed in humans (Gobatto et al., 2001; Voltarelli et al., 2002; Kraemer et al., 2005). Andersen et
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al. (2004) hypothesized that corticosterone can cause mobilization of amino acids and lipids, making
energy available for the synthesis of other components such as glucose.

The rise in corticosterone due to resistive exercise may be contrarregulada by testosterone
(Boone et al., 1990). Tepperman et al. (1975) demonstrated that the excess circulating corticosterone
produced pro-androgenic effects, with resultant hepatic conversion of corticosterone on testosterone.
Also, Lerghman et al. (1997) found elevated concentrations of testosterone and atrophy of the
prostate and seminal vesicles of rats after administration of exogenous corticosterone. They
concluded that high concentrations of corticosterone increase the concentrations of testosterone,
producing effects antiandrogens and interfering in activation of AR or activity of the enzyme 5a-
reductase.

The balance between circulating concentrations of androgens and estrogens has been
investigated in literature (Nilsson & Gustafson, 2011). The local estrogen biosynthesis may occur
via aromatization of androgens. Thus, the enzyme aromatase can act as a regulator of the balance
between androgens and estrogens both tissue and plasma Carruba, 2007). Still, excess intracellular
DHT is rapidly metabolized in the reversible reaction to the estrogenic metabolite known as 3a, 173-
androstenediol requires that the aromatase enzyme for metabolism (Morani et al., 2008; Sugiama et
al., 2010). The 3pAdiol is finally converted irreversibly into inactive steroids water soluble by the
action of 3 Adiol hydroxylase (CYP7B1) (Morani et al., 2008; Sugiama et al., 2010).

Animals treated with estrogen and androgen estrogen reserve created in the prostate, leading
eventually to the development of dysplasia and adenocarcinoma. Since aromatase knockout animals
exposed to high doses of androgens resulted in the development of prostatic hyperplasia, although
malignant changes were not detected (McPherson et al. 2007; Harkonen & Makeld, 2004). Bianco et
al. (2002) and Risbridger et al. (2003) showed that both estrogen and androgens may lead to
morphological and functional changes in the prostate, but alone are not capable of causing organ
carcinogenesis. With respect to estrogen receptors in the prostate are mediated by binding of the
hormone to specific estrogen receptors, ER-o. and ER-B, expressed in the stroma and epithelium,
respectively (Cunha et al., 2002). The ER-B is responsible for antiproliferative effects in prostatic
epithelium and is influenced by androgens or activation of estrogen receptor ¢« (McPherson et al.,
2007). Studies have shown that ER-a. is suprarregulado by androgens (Adams et al., 2002, Asano et
al., 2003). 3pAdiol high concentrations were found in amounts greater than those of estradiol in the
prostate of rodents, and natural ligand of ERp (Sugima et al., 2010).

Few studies have correlated the effects of estrogen in women in pre-and post-menopausal

women with resistive exercise (Kraemer et al., 2005). Wiik et al. (2005) in rodents have shown that
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resistive exercise increased the expression of SHRs in striated muscle skeletal-related enzyme citrate
synthase which is involved in mitochondrial bioenergetics.

We found that the resistive exercise alters the dynamics of signaling between the estrogen and
androgen receptors and increases plasma concentrations of protein in SHRs, increases the conversion
of DHT in prostate 3pAdiol and decreases AR. The apoptotic response of prostate cells is increased
and proliferation decreased in trained animals.

Apoptosis is an active cellular mechanism that occurs during physiological processes of
development and tissue remodeling (Kerr et al. 1972; Kerr & Searle, 1973), and control mechanism
of tissue homeostasis with the balance between cell proliferation and apoptosis (1995, Strange et al.,
1995, Sohn et al., 2003). The prostate is dependent on hormones. Testosterone depletion leads to
rapid tissue involution due to apoptotic elimination of glandular cells (Kyprianou & Isaacs, 1988). In
hormone-dependent tumors, such as in prostate cancer, the induction of programmed cell death by
androgen depletion has been associated with tumor regression (Staack et al., 2003).

We conclude that resistance exercise leads to an imbalance in proliferation / apoptosis index,
indicating the predominance of the apoptotic process. Considering the role of SHR in the
maintenance of tissue integrity, increase of ERp and AR were fundamental reduction in prostate
antiproliferative responses. It is suggested that the increase in SHR may alter signaling pathways to
balance prostatic tissue.
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Legends

Figure 1. Hormonal serum levels: corticosterone (A), testosterone/corticosterone index (B),
total testosterone (C), DHT (D), estradiol (E). *p <0.05: statistical significance (n =10).

Figure 2. Immunohistochemistry of the ventral prostate from the control (a, c, €) and trained
(b, d, ) groups. (a) and (b) AR immunoreactivity (arrows) in the nuclei of epithelial and stromal
cells. (c) and (d) ERa immunoreactivity (arrows) in the epithelium and stroma. (e) and (f) ER

immunoreactivity (arrows) in the epithelial cells and periacianar stroma. Bar=20um.

Figure 3. Representative western Blot (A) and semi quantitative determination (B) for AR,
ERa and ERp proteins of the ventral prostate in the two experimental groups. The protein levels were
identified in the blots. B-Actin was used as the endogenous control. Data were expressed as the mean

+ standard error (n=10).

Figure 4. Immunolabelled Ki-67 and apoptotic detection in the ventral prostate from the
control (a, ¢) and trained (b, d) groups. (a) and (c) Ki-67 immunoreactivity (arrows) in the
epithelium. (b) and (d) DNA fragmentation (arrows) in the epithelial cells.Bar=20 um. (¢) Mean and
standard error of the proliferative and apoptotic indexes of the ventral prostate in the two

experimental groups (n=05).
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Resumo

Os relatos sobre os efeitos do etanol na préstata sdo conflitantes. Os alcodlicos contam com
cerca de 9% das doencas nos paises desenvolvidos e estdo ligados a mais de 60 doencas, incluindo
cancer, doencas cardiovasculares, cirrose hepatica, desordens neuropsiquiatricas, lesdes, a sindrome
do alcoolismo fetal e alteracbes do sistema genital, principalmente, na préstata que é horménio
dependente. Estudos tém investigado o potencial efeito protetor do exercicio contra o risco de cancer
de préstata. Nosso objetivo foi correlacionar e quantificar o equilibrio proliferativo e apoptético e dos
horménios esteroides e seus receptores na prostata ventral de ratos UChB apds treinamento fisico.
Apos a selecdo, 40 ratos UChB machos foram divididos em quatro grupos: controle (C), treinado (T),
etanol (E) e etanol+treinamento (E+T). Os animais do grupo treinado foram submetidos ao
treinamento durante 13 semanas, realizando quatro séries de 10 saltos com sobrecarga de peso 50-
70% amarrado ao térax, com 60 segundos de descanso entre cada série trés vezes por semana. Dois
dias depois da Ultima sesséo de treinamento, os animais foram sacrificados e as regifes intermediaria
e distal da préstata ventral foram coletadas e processadas para analises imunohistoquimicas, Western
Blotting e hormonais. Os resultados mostraram maiores concentragdes da corticosterona sérica, DHT
e testosterona em ratos treinados. O receptor de androgeno foi significativamente maior nos grupos C
e E emrelagdo aos T e E+T. ERa € ERB maiores ocorreram em ratos treinados. Além disso, o grupo
treinado mostrou alteragda no indice proliferacdo/apoptose, indicando prevaléncia no processo
apoptdtico. Conclui-se que ha correlacdo do exercicio fisico sobre a dindmica microambiente
glandular da préstata ventral. O ERB mostrou envolvimento no aumento da apoptose, enquanto o AR
e ERa positivamente regulam os processos proliferativos. Portanto, a dinamica da sinalizacéo dos
SHRs aponta para o papel do exercicio fisico na regulacdo da interacdo paracrina, prevenindo a

ocorréncia de desordens proliferativas da prostata de ratos alcoolistas.

Palavras chave: etanol, exercicio fisico, proliferacdo, apoptose, receptores prostaticos e prostata

ventral.
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Introducéo

O consumo abusivo de etanol causa em ambito global cerca de 1,8 milhdes de mortes
anualmente. Estudos demonstram que 10 a 18% dos casos de pacientes atendidos na emergéncia dos
hospitais sdo casos relacionados com etanol (OMS, 2007). Consumir excessivamente etanol pode
levar a patologias prostaticas. Estudos prévios em nosso laboratorio demonstraram alteragdes no
sistema genital ocasionadas pelo consumo cronico de etanol como: acimulo de gotas lipidicas na
uretra (Pinheiro et al., 2003), no testiculo, atrofia do epididimo (Martinez et al., 2000), reducdo do
volume celular do epitélio secretor dos lobos ventrais e laterais da prostata e da glandula de
coagulacdo (Martinez et al., 1993; Cagnon et al., 1996, 1998), queda na producdo espermatica e
atraso no tempo de transito durante o epididimo (dado ndo publicado), aumento da inflamacao
prostatica (Mendes et al., 2011) e alteracGes histoldgicas no ovario (Chufa et al., 2009).

A variedade de ratos UChB é modelo raro para estudos relacionados aos fatores genéticos,
bioquimicos, fisiologicos, nutricionais e farmacologicos e do apetite e da toleréncia, fatores do
alcoolismo humano.

Os relatos do etanol sobre a prostata sdo conflitantes. Estudos relatam diminuicdo da
testosterona circulante ap0s o consumo crénico de etanol e aumento da expressdo de estrogenos. Para
a prostata, a testosterona é o principal androgeno esteroide, metabolizada em diidrotestosterona
(DHT) que atua através da ligacdo com o receptor de androgeno (AR). A ativacdo do AR induz a
morfogénese e a proliferacdo celular e modula a expressdo de proteinas secretoras especificas
(Marker et al., 2003). Os estrogenos possuem efeitos anti-androgénicos e alteram o eixo hipotalamo-
hipofise-testiculo, reduzindo a producdo de andrégenos pelas células de Leydig, causando a
involucdo do epitélio prostético e o crescimento estromal em animais adultos (Weihua et al., 2002).
Os efeitos estrogénicos na prostata resultam da ligacdo com seus receptores especificos « e 3 (ERw,
ER[), predominantemente expressados no epitélio e no estroma, respectivamente (Risbridger et al.,
2001; Cunha et al., 2002). Utilizando-se tecido prostatico recombinante de animais adultos knockout
para 0s receptores estrogénicos o e B, Risbridger et a. (2001) demonstraram que a resposta prostética
a0 estrégeno requer mecanismos paracrinos, mediados por receptores o do estroma e 5 do epitélio.
Os efeitos estrogénicos sobre a prostata resultam do balango dinamico entre os ER[} e ERx
envolvidos em mecanismos celulares (Adams et al., 2002; Weihua et al., 2002). Os ER[3 podem estar
envolvidos no processo anti-proliferativo epitelial, na diminuicdo do processo apoptético (Imamov et
al., 2004), sendo suprarregulados pelos andrdgenos (Adams et al., 2002; Asano et al., 2003).

As evidéncias moleculares e epidemioldgicas sugerem potencial associagdo entre o exercicio

fisico e o cancer de prostata (Friendenreich & Orenstein, 2002; Antonelli et al., 2009). O exercicio
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fisico regular diminui a insulina, podendo estar associado a diminuicdo do risco de canceres
(Friendenreich & Orenstein, 2002; Antonelli et al., 2009). O exercicio também pode contribuir
amenizando os riscos do cancer através dos efeitos do fator de crescimento ligado a insulina (IGFs)
(Yu & Rohan, 2000; Giovannucci, 2001). No entanto, o papel etiologico do exercicio fisico,
incluindo os mecanismos bioldgicos e periodos de tempo relevantes na carcinogénese da prostata, é
ainda desconhecido. O exercicio fisico resistido pode alterar o0 meio hormonal e funcional da prostata
de ratos UChB. Assim 0 objetivo desta pesquisa foi correlacionar e quantificar os receptores
hormonais esteroidais, bem como o indice de proliferacdo e apoptose celular da préstata ventral de
ratos UChB submetidos ao exercicio fisico resistido.

Material e métodos

Animais
40 ratos machos UChB provenientes do biotério do Departamento de Anatomia do

IBB/JUNESP com 21 dias de idade, foram mantidos em caixas de polietileno de fundo solido
(40x30x15cm) forradas com substrato de maravalha, sob condigdes controladas de luminosidade

(12h de claro e 12h de escuro) e temperatura (20 a 259C), sendo fornecida agua filtrada e racéo
(Nuvital®) ad libitum. O protocolo experimental seguiu os principios éticos em pesquisa animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (Protocolo 83/07-CEEA/IBB).

Aos 65 dias, iniciou-se a fase de selecdo dos ratos segundo o perfil da variedade (Mardones &
Segovia-Riquelme, 1983). Nesse periodo, 0s animais passaram a receber simultaneamente agua
filtrada, solucdo de etanol a 10% e racéo ad libitum. A avaliagdo do consumo diario de solugéo de
etanol a 10% foi monitorada por 15 dias. Os animais que apresentaram consumo igual ou maior que
2,0 mL de etanol/100g de peso corporeo/dia foram selecionados para compor 0S Qrupos
experimentais da variedade UChB. Apos a selecdo os ratos UChB foram divididos em 4 grupos:
Grupo Controle (C), recebeu apenas agua durante o periodo experimental e permaneceu sedentario;
Grupo Treinado (T), recebeu apenas agua e realizou o protocolo de treinamento fisico com saltos em
meio liquido; Grupo Etanol (E), recebeu etanol e 4gua ad libitum e permaneceu sedentario durante o
periodo experimental; e o Grupo Etanol+Treinamento (E+T), recebeu etanol e agua ad libitum e
realizou o protocolo de treinamento com saltos em meio liquido (Tabela 1).

Protocolo de treinamento fisico resistido

Aos 90 dias de idade, os grupos T e E+T foram submetidos ao protocolo de treinamento fisico
resistido, trés vezes por semana (segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira) entre as 13:00 e 15:00h,
durante 14 semanas consecutivas. As sessdes de saltos foram realizadas em cilindro de PVC com
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profundidade de 38 cm, contendo agua a 30°C (Harri & Kuusela, 1986). Na regido anterior do torax
dos animais, foi colocado o colete com sobrecarga de peso com 50% para adaptacdo ao exercicio
fisico e ao meio liquido, feito isso houve aumento gradativo dos saltos e séries, e a sobrecarga foi
acrescida para 60% e 70% consecutivamente. Em cada sessdo do treinamento, 0s animais realizaram
quatro series de 10 saltos com 60 segundos de intervalo entre as séries. Os animais dos grupos C e E

nao foram submetidos ao treinamento fisico.

Dosagens hormonais

Aos 190 dias de idade os animais foram submetidos a eutanasia por decaptacdo e as amostras
de sangue foram coletadas (entre 9 e 11 horas). O plasma foi separados por centrifugacdo (3000 rpm,
15 min) e estocado a —20°C até o momento da determinacd hormonal. As concentragdes da
corticosterona (Anti-Corticosterone, Sigma C8784), testosterona total (Coat-A-Count Total
Testosterone) e testosterona livre (Coat-A-Count Free Testosterone) foram dosadas por
radioimunoensaio. As amostras para estradiol (Immulite 2000 Estradiol), e DHT (Diagnostics
Biochem Canada Inc.) foram dosadas por quimioluminescéncia e elisa respectivamente. Todas as

amostras foram mensuradas em duplicatas e em diferentes diluicdes, quando necessario.
Imunodeteccéo de AR, ER-a, ER-

Apoés a eutanasia as amostras da prostata ventral foram coletadas dos 10 animais de cada
grupo e fixadas por imersdo em solucdo de PBS + formol a 10% e posteriormente embebido em
paraplastico (Paraplast Plus; Mc Cormick, St. Louis, MO, USA). Foram realizadas secgdes de 4 um
de espessura e utilizados para as reaces de imunohistoquimica.

As analises histoldgicas e imunohistoquimicas foram focadas nas células epiteliais secretoras
da regido intermediaria do sistema ductal da parte ventral da préstata. Foram estudadas as proteinas
AR, ER-0, ER-B. ApOs desparafinizagéo, as secgOes foram hidratadas em série alcodlicas e, para
exposicao e recuperacdo do antigeno, foram incubadas em tampéo citrato 0,01M a pH 6,0 para AR
em panela de pressdo por 30 minutos e para 0os ER- o a recuperacdo foi por 3 ciclos de 5 min em
micro-ondas. A recuperacdo do ER-B foi através de 10 min com proteinase k (1:100, 2mg). A
inibicdo da peroxidase enddgena foi obtida através de solugdo de H,O, a 3% em tampdo salino Tris
(TBS) por 20 minutos. Apos lavagem em TBS, o bloqueio das reacgdes inespecificas foi realizado
com soro fetal bovino (BSA) a 3%, diluido em tampdo TBS mais Triton X-100 0,05% por uma hora.
Posteriormente, a incubagdo com anticorpo primario AR (SC-816, Santa Cruz Biotechnology, USA),
ER- o (rabbit clone E115 anti-ERa. receptor); ER-p (rabbit clone 68-4 anti-ERp), diluido em solugcéo
bloqueio 1% foi realizada a 4°C durante a noite. Apos lavagem em TBS-T, 0s anticorpos secundarios
biotinizados camundongo anti-coelho (Dako, Glostrup, Dinamarca), conforme o anticorpo primario,

Teixeira, GR.



52
Capitulo 2 Int J Androl

na diluicdo 1:100 em solucdo bloqueio, foram incubados por 1h. Apds lavagem com TBS-T, as
seccOes foram incubadas com StreptABComplex/HRP (Dako) por 45 minutos e reveladas com
diaminobenzidina (DAB). As laminas foram montadas e a analise microscopica das proteinas foram
realizada usando o Sistema de Anélise de Imagens Computadorizado AxioVision 4.1 (Zeiss).

Para quantificacdo das células AR positivas, foram analisadas 100 células epiteliais secretoras
em 10 seccBes distintas da regido intermediaria do sistema ductal da prostata ventral, totalizando
1.000 células por animal, sendo cinco animais por tratamentos analisados. Apos leitura, aplicara a
seguinte formula: porcentagem de células positivas (%) = nimero de células positivas X 100/1000.

Determinac&o do indice proliferativo

A analise imunohistoquimica da expressdao do antigeno de proliferacdo celular Ki-67
(Novocastra Laboratories Ltd®) restringiu-se ao compartimento epitelial prostatico da regido
intermediaria do sistema ductal do lobo ventral da prostata. Secgdes com 4um de espessura foram
processadas usando o método da estrepto-avidina-biotina-peroxidase. ApoOs desparafinizacdo, as
seccOes foram hidratadas em série alcodlicas e, para exposicdao e recuperacdo do antigeno, foram
incubadas em tampé&o citrato 0,01M, pH 6,0, em panela de pressdo por 30 minutos. A inibi¢cdo da
peroxidase enddgena foi obtida através de solugdo de H,0, a 3% em metanol por 15 minutos. Apos
lavagem em TBS, o bloqueio de reacGes inespecificas foi realizado BSA 3% por uma hora.
Posteriormente, a incubacdo com anticorpo primario, diluido em PBS (diluida 1:100), foi realizada a
4°C durante a noite.

Apos a incubagdo, as laminas foram lavadas em tampdo TBS e durante 1h, a temperatura
ambiente, as seccdes foram incubadas com anticorpo secundario (Biotinylated Rabbit Anti-Mouse
Immunoglobulins - Dako® Cyt) na diluicdo 1:100 em solucdo tamp&o PBS. Apods lavar em TBS, as
seccdes foram incubadas com StreptABComplex/HRP (Dako® Cyt) por 45 minutos e reveladas com
diaminobenzidina (DAB). As laminas foram montadas com Permount®, analisadas e fotografadas em
fotomicroscopio Axiophot - 2 com camera digital, modelo AxioCam HR, Zeiss do Departamento de
Anatomia do IBB/UNESP. O numero de células marcadas por ki-67 foi contadas em 50 campos
escolhidos randomicamente com objetiva de 40x de 5 animais por grupo (10 campos por animal),

assim o numero de células contadas foi expresso em porcentagem.

Determinacdo do indice de apoptose

As amostras da préstata ventral de 5 animais de cada grupo, o mesmo utilizado para

imunodeteccdo foram processados para a fragmentacdo do DNA (TUNEL) por meio do terminal
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desoxinucleotidio transferase (TdT), usando o kit FragEL™ DNA (Calbiochem, La Jolla, CA, USA).
Os nucleos apoptdticos foram identificados usando a mistura do cromédgeno diaminobenzidina (Kit
FragEL™ DNA). Dez campos microscopicos foram aleatoriamente analisados para cada amostra,
resultando em 50 campos por grupo, usando o fotomicroscopio Zeiss Axiophot (Zeiss, Hamburgo,
Alemanha) com objetiva de 40x. O indice apoptotico foi determinado pela divisdo do nimero de

nucleos apoptéticos pelo nimero total de nlcleos contados no campo.

Analise de Western blot para AR, ER-a. ER-

A préstata ventral foi rapidamente removida apds a eutanasia e amostra de 50mg de tecido foi
imediatamente congelada em nitrogénio liquido e estocado a -80°C. Todos os tecidos foram
homogeneizados com tampédo Ripa (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA), 10X (0.5 M Tris-
HCI, 1.5 M NaCl, 2.5 % acido desoxicélico, 10 % NP-40, 10 mM EDTA, pH 7.4) e coquetel de
inibidor de protease (Sigma Chemical Co.) usando homogeneizador (IKA® T10 basic Ultra, Staufen,
Germany). Aliquotas contendo 1:10 (v/v) de Triton X-100 foi adicionado ao homogeneizado e as
amostras foram colocadas em gelo sob agitacdo por 2 horas para melhorar a extragdo. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 20 min a 4°C e o pellet foi descartado. As
concentragdes de proteina foram determinadas pelo método colorimétrico de Bradford. As proteinas
totais foram dissolvidas em laemmle e iguais quantidades de proteinas (70 pg) foram adicionadas em
gradiente de gels de 4-12% de acrilamida (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). A eletroforese
foi corrida com tampdo Tris-glicina (60 mA durante 2 h). Depois as proteinas totais foram
transferidas para membrana de nitrocelulose de 0,2 um com tampé&o Tris-glicina e metanol (200 mA
por 1 h 30 min). Na sequencia as membranas foram bloqueadas com solu¢do de TBS-T contendo
BSA a 3% em temperatura ambiente por 60 min. Incubado com respectivo anticorpo primario a 4° C
a noite toda (AR-N20 anti-AR; rabbit clone E115 anti-ERa receptor; rabbit clone 68-4 anti-ERp
diluidos em 1% BSA). Lavado com solucdo de TBS-T 3x de 5 minutos e incubados com o0s
anticorpos secundarios anti-coelho ou camundongo HRP (diluidos 1:500 em 1% BSA; Sigma, St.
Louis, MO, USA). Depois da lavagem, a membrana foi revelada com diaminobenzidina (Sigma
Chemical Co.). As expressdes de proteinas foram quantificadas por analises densitométricas das

bandas normalizadas com valores da p-actina.

Andlise estatistica
O estudo estatistico foi realizado através de Teste T Student e da analise de variancia

(ANOVA), complementado com o teste de comparagcdes multiplas de Tukey para contraste entre
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médias dos tratamentos. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. As
conclusdes estatisticas foram realizadas com 5% de significancia. Detalhes a respeito da metodologia
empregada podem ser encontrados em Banzatto & Kronka (1989). O software estatistico usado foi
GraphPad Instat version 4 e o Sigma Plot version 11.0 usado para os graficos.

Resultados
Quantificacbes hormonais

Niveis de corticosterona apresentaram-se diminuido no grupo T (p<0,05) comparado ao grupo
E+T e C (Figura 1A). A taxa T/C foi maior no grupo E comparado com os demais grupos (p<0,05)
(Figura 1B).

A média da testosterona sérica e 0s niveis de DHT foram significativamente menores nos
grupos com exercicio fisico quando comparados aos demais grupos (p<0,05). Houve interacdo entre
0 exercicio fisico e o consumo de etanol para a testosterona total e DHT reduzindo assim os valores
em relagdo ao grupo E (p<0,05) (Figura 1C-D). Os valores de estradiol foram maiores no grupo T
comparado aos demais grupos (p<0,05) (Figura 1E).

Deteccéo por IHC e Western Blot de AR, ER-a. ER-f

Niveis altos para a proteina AR foi encontrado nos grupos C e E quando relacionado com o0s
niveis de B-actina (p<0,05), revelando por IHC imunoreatividade nas células epiteliais luminais
(Figuras 2A, 2C e 3). O grupo T e a interacdo entre E+T apresentou fraca intensidade de expressdo da
proteina AR correlacionando com os demais grupos (Figura 2B-D e 3).

Por outro lado, a proteina ER-o. apresentou menor expressao no grupo E comparado com os
demais grupos (p<0,05) exibindo imunoreatividade no epitélio e estroma prostatico (Figuras 2E-H e
3). Além do mais o0s grupos submetidos ao treinamento, T e E+T apresentaram maior expressdo da
proteina ER-a comparados com os grupos C e E respectivamente (p<0,05).

O receptor ER-PB apresentou expressdo significantemente menor no grupo E relacionado com
a B-actina (p<0,05). Sendo assim, 0s grupos que realizaram exercicio fisico demonstraram maior
expressdo de ER-B. Da mesma forma foi encontrado imunoregtividade nas células epiteliais e

ausentes no estroma (Figuras 21-M e 3).

indice proliferativo e apoptético
A resposta proliferativa foi significativamente maior nos grupos C e E (2,4% e 3,6 %
respectivamente) do que encontrado pelos grupos T e E+T (1,6% e 1,7%) o qual mostrou diminuir

valores para esta variavel (Figuras 4A-D e 41).
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Ao contrario, o indice de apoptose foi significativamente maior nos grupos T e E+T (1,7% e
4,1 respectivamente) em relacao os grupos C e E (1,3% e 1,9%) (Figuras 4E-H e 41).

Discusséo

A eficiéncia do treinamento fisico depende essencialmente da intensidade, volume e
periodizagdo do treinamento. O programa de treinamento requer avaliagdo da tolerancia ao estresse.
Nossos resultados demonstraram que 14 semanas de exercicio fisico anaerébico influenciou
significativamente a homeostase prostatica de ratos com consumo alto de etanol. A intensidade do
esforgo fisico interagiu com o consumo de etanol, aumentando significativamente as concentragdes
de corticosterona. Estudos tém demonstrado elevacdes significativas na corticosterona em ratos
durante periodos agudos de exercicio de resisténcia (Gotshalk et al., 1997; Kraemer et al., 1998,
2005; Ratamess et al., 2005). Em periodos cronicos, essa elevacdo tende a normalizar ou reduzir
(Marks et al., 2006; McCall et al., 1999). Metabolicamente, o protocolo demandou alto volume,
intensidade de moderada a alta, com periodos curtos de descanso e recuperacdo, gerando maior
resposta da corticosterona juntamente com o consumo de etanol (E+T) em relagdo aos demais grupos.
Ao passo que o alto volume do exercicio de resisténcia resultou em grande demanda metabolica e
significativa reducéo do indice T/C.

Estudos utilizando esse modelo experimental revelaram adaptacdo ao treinamento fisico
semelhante ao observado em humanos (Gobatto et al., 2001; Voltarelli et al., 2002). Pesquisas
relataram a interacdo entre as concentracdes de corticosterona e testosterona circulantes (Lund et al.,
2004; Rubinow et al., 2005). A exposicao excessiva a corticosterona, proporcionada pelo treinamento
ou etanol, pode levar a supressao do eixo hipotalamo-hipofise-suprarenal (HHA) com alteracdo na
secrecdo de ACTH e corticosterona. Como mecanismo de autodefesa da elevagdo do hormodnio
liberador de corticotrofina (CRH) a corticosterona periférica inibi a liberacdo do hormdnio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), consequentemente do horménio luteinizante (LH) e do crescimento
(GH).

A variagdo dos hormdnios androgénicos e estrogénicos séo o0s principais desencadeadores de
alteracdes prostaticas. AvaliacOes primarias do cancer de prostata sdo baseadas na determinacao
plasmatica de testosterona total, DHT e estradiol. No presente trabalho, observou-se redugdo nesses
pardmetros no grupo T em relagdo ao C e no E em relagéo ao E+T, reflexo do treinamento resistido
alcancado e da interacdo do etanol no organismo. O exercicio fisico isolado e com a interacdo do
etanol causou supressdo nos receptores testiculares de LH em resposta ao aumento induzido pelo
treinamento fisico no ACTH e corticosterona, influenciando diretamente a secrecdo da testosterona
testicular. Com a reducgdo da testosterona houve aumento do estradiol, demonstrada no grupo T em
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relacdo aos outros grupos. Diminuicdo do CRH, AVP (arginina-vasopressina) e aumento nas
concentracdes do receptor de glicocorticoides tém sido postulado subjacente ao efeito supressor da
testosterona em roedores (Lund et al., 2004).

Estudos epidemiologicos demonstraram que o consumo de etanol cronicamente pode levar ao
cancer de prostata (Sharpe and Siemiatycki, 2001). Em contradicdo, estudos relataram que o
consumo de etanol ndo possui efeitos drasticos na préstata (Crispo et al., 2004), pois homens que
morrem com cirrose devido ao consumo excessivo ndo apresentam alteracfes prostaticas devido a
baixa expressdo hormonal (Frea et al., 1987; Platz et al., 2004). No entanto, essas observagdes sdo
limitadas e requerem confirmacdes. Investigacdes tém indicado que a desregulacdo hormonal afeta a
homeostase prostatica, podendo levar a patologias como a hiperplasia prostatica benigna (HPB) ou
cancer (Thorpe & Neal, 2003; Marker et al., 2003). Contudo, a testosterona (DHT) e o estradiol
atuam de forma conjunta. Ambos exercem seus efeitos biologicos atraves dos respectivos receptores.
O receptor de androgeno (AR) na prostata € acionado pela ligacdo da DHT, convertida a partir da
testosterona pela atividade da enzima 5a-redutase. O aumento da atividade do AR esté relacionado
com o polimorfismo genético para AR, podendo ser indicativo de anormalidades prostaticas. E a acéo
estrogénica ¢ mediada pela ligagdo com seus receptores, ER-a e ER-B, expressos no estroma e
epitélio, respectivamente (Risbridger et al., 2003, McPerson et al., 2007).

O mecanismo do AR relacionado a progressdo do cancer de prostata € o aumento na
sensibilidade e quantidade devido a alteracdes estruturais. Para conter a progressdo das doencas
prostaticas, as terapias buscam a regulacdo baixa da expressdo de AR (Culig et al., 2002). No
presente trabalho, o treinamento fisico resistido sozinho ou a interagdo com o etanol reduziu a
atividade dos receptores de andrégenos em relacdo aos grupos C e E. Essas alteracbes no AR
prostatico acompanharam a reducdo das concentracdes plasmaticas de testosterona e DHT.
Aproximadamente 80 a 90% dos canceres de préstata sdo dependentes de andrégenos e em fase
inicial a terapia enddcrina é diretamente relacionada com a reducdo sérica de andrdgenos e a inibicao
de AR (Denis & Griffiths, 2000). A regulacdo no eixo HHA proporcionada pelo exercicio fisico
reduz a testosterona e 0 DHT circulante inibindo a expressao prostética de AR.

Nalund et al. (1988) relatou que a desregulacdo hormonal € 0 mais importante fator etiologico
no desenvolvimento prostatico de ratos. Pouco se sabe a respeito da adaptacdo aguda e crbnica na
sintese e secrecdo do estradiol em resposta ao treinamento resistido (Kraemer et al., 2005). Além
disso, estudos relatam que o consumo de etanol aumenta a aromatizacdo da testosterona para
estrégeno (Chung, 1990). No entanto, foi observado aumento significativo do estradiol no grupo T. O
consumo de etanol ou a interacdo com o treinamento fisico ndo aumentou o estradiol. A a¢do do

estradiol via ER-o induz a proliferacdo celular na mama, Utero e o desenvolvimento da prostata. Jao
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estradiol, via ER-p, inibi a proliferacéo e promove a diferenciacdo da progtata, glandula maméria,
colén e células-tronco da medula dssea (Sugima et al., 2010). A expressdo reduzida dos receptores de
estradiol foi observada no grupo E comparada com os demais grupos. Os camundongos com baixa
expressdo de ER-P apresentaram na prostata ventral hipercelularidade epitelial e focos hiperplasicos
(Sugima et al., 2010). Existe o balanco entre os dois receptores, 0 ER-B € influenciado pelos
androgénios circulantes ou ativacdo dos ER-a (Ilic et al. 1996). Quando ha maior expressao de ER-a
do que ER-B, pode ocorrer maior proliferacdo, menor diferenciagéo, maior expressdo de BCL2,
consequentemente, hiperplasia. O aumento no ER-B pode promover protecéo contra o cancer de
prostata. Nossos dados mostraram que o treinamento fisico aumentou a expressdo dos ER-a e ER-$3
em ambos os grupos (T e E+T). Além de aumentar a expressdo de ambos receptores, o exercicio foi
capaz de aumentar a expressao do ER-3 comparado ao ER-a.

A acao progtéticado estradiol ou 3-Adiol é mediada pela interacdo com os receptores ER-a e
ER-B, ambos expressos na prostata adulta de ratos e humanos, mas com clara diferenga na
localizacdo (Sugimoto et al., 2010). Altas concentractes de 33-Adiol sdo encontradas na préostata em
valores superiores as de estradiol (Sugimoto et al., 2010). Esse metabdlito parece ser o ligante natural
do ER-p epitelial. Possivelmente, houve aumento da expressdo de ER-} decorrente da converséo de
DHT para 33-Adiol promovido pelo exercicio fisico.

Como consequéncia da maior expressao dos SHRs, os animais treinados demonstraram menor
indice de proliferacido e maior de apoptose. E sabido que o etanol pode ocasionar maior expressio de
ER-a e levar a0 aumento da proliferacéo celular no céncer de mama via AMPc (Singletary et al.,
2001). O aumento da expressdo de ER-B inibe a proliferacdo e migracdo do céncer in vitro,
diminuindo o crescimento prostatico (Sugimoto et al., 2010) e atua de forma pré-apoptotica.
Diminuicdo na progressdo celular atrasa a progressdo de doencas prostaticas. Outros estudos tém
demonstrado o efeito anti-proliferativo do exercicio fisico (Praag et al., 1999; ). A reducdo na
proliferacdo desempenhou fator importante na acdo preventiva de lesdes prostaticas através do
exercicio fisico na prostata de ratos com alto consumo de etanol. O exercicio fisico diminuiu a
expressao do AR, potencial indutor de proliferacdo prostatica. O etanol aumentou a proliferacao
celular na prostata de ratos, corroborando com alta expressdo de AR. Historicamente, a baixa
regulacdo do AR tem sido associada com a diminuicdo do risco de cancer. Sugere-se que 0 exercicio
fisico modula a funcdo e a expressdo dos receptores de horménios esterdides na prostata,
promovendo a relacdo positiva entre apoptose e proliferagdo celular minimizando os efeitos do
etanol.

Portanto, o exercicio fisico pode alterar o balan¢o hormonal prostatico e estimular a expressao

dos receptores de hormdnios esterdides. As alteracdes hormonais parecem ser eficientes na
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manutencdo do balanco glandular. A reatividade na expressdo dos receptores esteroidais, promovida
pelo exercicio fisico resistido, indica diferencas na sinalizagdo paracrina para a dindmica prostéatica e
destaca 0s precursores estrogénicos sobre 0s mecanismos das alteracGes. Pode-se inferir que o
exercicio fisico resistido com intensidade moderada pode reduzir os riscos clinicos de cancer

prostatico in vivo mesmo sobre agdo do etanol.
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Tabelas

Tabela 1. Grupos experimentais.

Grupos UChB

Tratamentos Auséncia de etanol Consumo de etanol
Sedentario (©) - thos que preferem etanol (E) - Ratos que preferem etanol (consumo alto
(auséncia de etanol - Controle) de etanol - Controle)
Treinado (T) - Ratos que preferem etanol (E+T) - Ratos que preferem etanol (consumo alto

(auséncia de etanol - Treinado)

de etanol - Treinado)
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Legendas

Figura 1 - Concentracdo de corticosterona (A), indice T/C (B), testosterona total (C), DHT (D) e
estradiol (E).

Figura 2 - Imunohistoquimica da prostata ventral do controle (A, E, 1), treinado (B, F, J) etanol (C,
G, K) e etanol+treinado (D, H, L). (A-D) imunorreatividade para AR, setas nos nucleos das células
epiteliais e estromais. (E-H) imunorreatividade ER-a, setas no epitélio e estroma. (I-L)

imunorreatividade ER 3, setas nas células epiteliais e no estroma periacianar. Barra=20pm.

Figura 3 - (A) Representa western blot e (B) analise semi-quantitativa dos efeitos do treinamento e
do etanol nos AR, ER-a, ER-P extraidos da prostata ventral. As proteinas foram identificadas com a
densidade. A B-Actina foi usada como marcador enddgeno. Dados foram expressos em media * erro

padréo (n =10).

Figura 4 — Imunomarcacéo do Ki-67 e deteccdo de apoptose na préstata ventral dos grupos controle
(A, E), treinado (B, F), etanol (C, G) e etanol+treinado (D, H). (A-D) imunorreatividade do Ki-67
(setas) no epitélio. (E-H) fragmentacdo do DNA (setas) nas células epiteliais. Barra=20um. (I)

indices de proliferagio e apoptose da prdstata ventral nos grupos experimentais (n = 5).
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Resumo

O cancer de prostata é grave, afetando homens em todo o mundo. Fatores estdo associados a
incidéncia do céancer de prdstata, como o abuso do etanol, o estresse cronico e a dieta rica em
gordura. O exercicio fisico aumenta a oxidacdo e a disponibilidade dos lipidios. A alteracdo do
metabolismo lipidico é caracteristica importante das células neoplasicas e os androgenos e os fatores
de crescimento sdo 0s principais agentes de regulacdo nas células cancerosas da prostata. Os
receptores de lipidios sdo ferramentas importantes na compreensdo do metabolismo lipidico na
prostata. Desta forma, nosso objetivo foi avaliar se o exercicio fisico resistido altera o perfil
energético e lipidico da prostata de ratos UChB. Durante o protocolo de treinamento, o consumo de
racdo, etanol e peso dos animais foram avaliados para os efeitos energéticos. Os ratos foram
eutanasiados aos 190 dias de idade, o sangue coletado para as dosagens bioquimicas e hormonais de
testosterona livre e IGF-1 e a prostata ventral processada para western blot do CD36, SCAP, LIMPII,
SRBP-1. O lipidio prostatico e sérico, a testosterona livre plasmatica, o IGF-1 e 0s parametros
energéticos se correlacionaram com o exercicio fisico nos ratos UChB. O exercicio fisico resistido

tem efeito protetor do perfil lipidico da préstata em ratos UChB.

Palavras-chave: metabolismo de lipidios, etanol, prostata ventral, exercicio fisico.
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Introducéo

Doengas prostaticas estdo relacionadas ao estilo de vida, dieta, consumo excessivo de etanol,
obesidade, tabagismo e atividade fisica. O fator ambiental de interesse ¢ o uso do etanol, pois seu
consumo aumenta o risco de cancer de laringe, faringe e, possivelmente, o prostatico (Jensen et al.,
1996). Estudos prévios em nosso laboratorio demonstraram que o consumo cronico de etanol causa
alteracbes no sistema genital, como acimulo de gotas lipidicas na uretra (Pinheiro et al., 2007), no
testiculo, atrofia do epididimo (Martinez et al., 2000), reducéo do volume celular do epitélio secretor
dos lobos ventrais e laterais da prostata e da glandula de coagulacdo (Martinez et al., 1993; Cagnon et
al., 1996, 1998), aumento da inflamacdo prostatica (Mendes et al., 2011) e altera¢des histologicas no
ovario (Chufa et al., 2009). Contudo, o etanol pode influenciar o metabolismo de andrégenos e
aumentar os estrogenos (Thorpe & Neal, 2003).

A variedade de ratos UChB (consumo voluntéario alto de etanol) ¢ utilizada para investigaces
relacionadas a ingestdo de etanol. Para que ocorra a manifestacdo da doenca, alcoolismo, é
necessario, além da predisposicdo genética, que o paciente tenha bebido etanol em grandes
quantidades durante longo periodo, o que faz da variedade UChB adequado modelo experimental,
pois possui predisposicdo genética para ingerir voluntariamente grandes quantidades de etanol a 10%.
H& caminhos importantes para o enfoque dos estudos sobre o alcoolismo humano que podem ser
investigados com o0 modelo UChB: a busca de marcadores genéticos que indiquem a predisposicao ao
alcoolismo, a busca de terapias eficazes para o tratamento do alcoolismo e as alteracOes
morfofuncionais provocados pela ingestéo de etanol (Mardones, 1993; Martinez et al., 2000).

A expressao de varios genes envolvidos na sintese, transporte e metabolismo dos &acidos
graxos livres e colesterol (Heermers et al., 2004) ou apenas ativacdo do fator de transcricdo que
modula e coordena a expressao desses genes é estimulado por andrégenos (Heermers et al., 2004;
Swinnen et al., 2004). O aumento dos lipidios na prostata pode alterar a composi¢do, concentracao e
funcdo dos lipidios da membrana ou é necessario para a sintese de prostasomos (Swinnen et al.,
2004).

A ativacdo dos genes lipogénicos ndo se da diretamente pelo AR, mas sdo alvos
transcricionais das proteinas ligadas aos elementos reguladores de esterol (SREBP - sterol-regulatory
element-binding protein) que atuam como mediadores dos efeitos lipogénicos dos androgenos
(Swinnen et al., 2004). Os SREBP sé&o sintetizados e permanecem ancorados na membrana do
reticulo endoplasmético e atuam como fator de transcricdo para expressdo do receptor de LDL,
importante para ligacdo e internalizacdo do LDL, principal transportador de colesterol e acidos
graxos no sangue (Chen & Hughes-Fulford, 2001; Swinnen et al., 2004).
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Os receptores CD36 e LIMPII sd@o denominados de scavenger receptors com a funcéo de
limpeza e por reconhecer e remover macromoléculas desnecessarias no meio celular, como a LDL
(lipoproteinas de baixa densidade) modificada. A LIMPII (Lysosomal Integral Membrane Protein 11)
é identificada como membro da familia scavenger receptor classe B como a CD36 (Fujita et al.,
1992). Crombie & Silverstein (1998) relataram que o LIMPII pode ter funcdo semelhante ao CD36,
além de receptor de lipidios, pode conectar-se a trombospondina (TSP). CD36 é a glicoproteina de
superficie celular presente em plaquetas, mondcitos, alguns tipos de células endoteliais, epiteliais e
eritrocitos (Greenwalt et al., 1990; 1992; Knowles et al., 1984). O CD36, além de receptor de
lipidios, também é um dos receptores de transmembrana da TSP, glicoproteina que naturalmente inibi
a angiogénese, essencial para o crescimento tumoral (Calvo & Vega, 1993; Vallbo et al., 2004;
Vallbo & Damber, 2005; Damber et al., 2006). Vallbo et al. (2004) observaram que a TSP esta
expressa em prostata normal e BPH, porém esta diminuida em tecido prostatico pré-maligno (PIN —
neoplasia intra-epitelial) e ausente no cancer prostéatico.

O exercicio fisico atualmente é realizado como estratégia para reducdo de sobrepeso, pois
aumenta o gasto energético, reduz o perfil lipidico, o risco de doencas cardiovasculares, previne o
desenvolvimento e a progressdo da arteriosclerose, traz beneficios para a dislipidemia e é o melhor
tratamento para diabetes mellitus tipo 2 (Grandjean et al., 2000). Seu mecanismo de acdo possibilita a
manutencdo do peso corporal, o controle da pressdo arterial, a resisténcia insulinica, a estabilizacao
endotelial e a satde vascular (Botezelli et al., 2010). Assim, estudos tém atribuido ao exercicio fisico
a funcdo terapéutica auxiliar no tratamento do cancer de prostata. Existem relatos que o exercicio
fisico muda a progressao do tumor (Westerlind et al. 2003; Bacurau et al. 2007) e aprimora 0 bem
estar psiquico e a qualidade de vida dos pacientes com cancer (Segal et al. 2003; Courtneya 2003).
Contudo, nosso objetivo foi analisar o perfil energético e lipidico da préstata de ratos UChB

submetidos ao exercicio fisico resistido.

Material e métodos
Procedimento experimental

60 ratos machos UChB do biotério do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP e 20 ratos
machos (sem preferencia de etanol) do Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu, com 21
dias de idade, foram mantidos em caixas de polietileno de fundo sélido (40x30x15cm) forradas com
substrato de maravalha, sob condic¢des controladas de luminosidade (12h de claro e 12h de escuro) e

temperatura (20 & 259C), sendo fornecida agua filtrada e racdo (Nuvital®) ad libitum. O protocolo
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experimental seguiu os principios éticos em pesquisa animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) (Protocolo 83/07-CEEA/IBB).

Aos 65 dias, iniciou-se a fase de selecdo dos ratos segundo o perfil da variedade (Mardones &
Segovia-Riquelme, 1983). Nesse periodo, 0s animais passaram a receber simultaneamente agua
filtrada, solucdo de etanol a 10% e racéo ad libitum. A avaliacdo do consumo diario de solucéo de
etanol a 10% foi monitorada porl5 dias. Os animais que apresentaram consumo igual ou maior que
2,0 mL de etanol/100g de peso corporeo/dia foram selecionados para compor 0S grupos
experimentais da variedade UChB.

Aos 90 dias de idade, os ratos foram divididos em seis grupos: controle (C), recebeu agua
durante o periodo experimental e permaneceu sedentario, treinado (T), recebeu agua e realizou o
protocolo de treinamento fisico, abstinente (A), ingeriu etanol por 15 dias para a sele¢do, em seguida,
agua até o final do experimento, abstinente + treinamento (A+T), etanol por 15 dias para a selecéo,
em seguida, adgua até o final do experimento e realizou o protocolo de treinamento, etanol (E),
recebeu etanol e 4gua ad libitum e permaneceu sedentario durante o periodo experimental e o etanol
+ treinamento (E+T), recebeu etanol e agua ad libitum e realizou o protocolo de treinamento (Tabela
1).

Durante o periodo experimental, foram monitorados, semanalmente, os consumos de agua, de
solucdo de etanol a 10%, da racdo e a evolucdo da massa corpérel. A ingestdo de racéo (3 kcal/g),
consumo de etanol (7 kcal/g) foram usados para obter a energia ingerida, (El kcal/100g/dia) [ =
média do consumo alimentar (g) por dia X 100 + pelo peso do animal X 3kcal (g/100g/dia) +
quantidade de etanol ingerido por dia (g) X 7 kcal para os animais que consumiram etanol].
Eficiéncia alimentar (FE g/ kcal = média de ganho de peso/El) (Seiva et al., 2009).

Treinamento fisico- exercicio fisico resistido através de saltos em meio liquido

Durante a primeira semana de treinamento, os animais dos grupos T, A+T e E+T foram
previamente adaptados ao meio liquido e ao exercicio fisico. O procedimento consistiu de sessdes de
saltos (trés vezes por semana durante sete dias), em reservatorio contendo agua (30°C+ 2°C), com 0
namero de séries crescente (2-4) e repeticdes (5-10) com 60 segundos de descanso entre cada série,
carregando carga de 50% do peso corporal amarrado ao térax (Oliveira et al., 2002; Cunha et al.,
2005). Apds o periodo de adaptagdo, os animais foram submetidos ao treinamento fisico resistido
durante 13 semanas e realizaram quatro séries de 10 saltos por dia, carregando carga de peso 50-70%
com 60 segundos de descanso entre cada série (Cunha et al., 2005).

Determinacdes bioquimicas e quantificacéo sérica da testosterona livre e IGF-1
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Glicose, proteina total, triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL e a fosfatase acida e
alcalina foram determinados no soro pelo método enzimatico (Laborlab, Sdo Paulo, SP, Brasil). A
glicemia foi determinada pelo método enzimético, utilizando glicose oxidase e peroxidase. O
colesterol total foi avaliado enzimaticamente por éster de colesterol/oxidase. Lipoproteina de alta
densidade (HDL) foi medida apds precipitagdo das VLDL e LDL e utilizado o método colorimétrico
enzimatico de polietilenoglicol. As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) foram calculadas pela
formula de Friedewald. Os triglicérides foram analisados enzimaticamente com glicerol quinase ap6s
hidrolise de liporoteina lipase, seguido de oxidacdo para o fosfato de dihidroxiacetona e perdxido de
hidrogénio.

A dosagem de IGF-1 foi realizada pelo método imunoenzimatico (IEMA) para determinacéo
quantitativa no plasma de ratos (OCTEIA Rat/Mouse IGF-1 kit). A testosterona livre foi dosada por
kit de radioimunoensaio (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, USA).

Anédlise de Western blot

Amostras da préstata ventral foram obtidas de cinco animais por grupo, pesadas, congeladas e
homogeneizadas em 50ul/mg de tampéo de lise. O sobrenadante foi centrifugado e amostra de cada
extracdo foi utilizada para a quantificacdo da proteina pelo método de Bradford. Aliquotas contendo
50-70 pg de proteina foram separadas por SDS-PAGE em gel de 10% de poliacrilamida sobre
condicdes reduzidas. Depois da eletroforese, as proteinas totais transferidas para membrana de
nitrocelulose (Hybond-ECL; Amersham, Pharmacia Biotech, Arlington Heights, IL., USA). As
membranas foram bloqueadas com solucdo de TBS-T, contendo 3% de BSA e incubadas a 4° C
overnight com CD-36 (L-17), SCAP (C-20), LIMPII (C-18), SREBP-1 (H-160), produzidos em cabra
(diluidos 1:500, 1:250, 1:250, 1:500 Santa Cruz Biotechnology, INC, em 1% BSA, respectivamente).
As membranas foram encubadas por 2h com anticorpo secundario conjugado HRP (diluido 1:500 em
1% BSA, Sigma, St. Louis, MO, USA). A intensidades da imunoreatividade das bandas de cada
proteina foram quantificadas de cinco animais em cada grupo, usando scanner Genius Color Page
HR8 (Genius, Shenzhen, China) e programa de andlise de imagens (NIS-Elements, Advanced
Research; Nikon, Tokyo, Japan). B-Actina foi usada como controle endogeno. Os resultados foram
expressos em médias da relacéo entre aintensidade de cada banda e a da f-actina.

Anélise estatistica

O estudo estatistico foi realizado através de Teste T Student e da analise de variancia
(ANOVA), complementado com o teste de comparacGes multiplas de Tukey para contraste entre
medias dos tratamentos. Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. As
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conclusoes estatisticas foram realizadas com 5% de significAncia. Detalhes a respeito da metodologia
empregada podem ser encontrados em Banzatto & Kronka (1989). O programa estatistico usado foi
GraphPad Instat version 4 e o Sigma Plot version 11.0 para os gréficos.

Resultados

Apobs 14 semanas de treinamento fisico, ha diferencas significativas no ganho de peso entre 0s
grupos. A interagdo do exercicio fisico e do consumo de etanol promoveu aumento no ganho de peso
comparado com 0s animais que apenas receberam etanol (Tabela 2). Ao final do experimento, os
animais treinados apresentaram maior ganho de peso em relacdo aos animais E+T e A+T (p<0,05),
contudo apresentou menor valor em relacéo ao grupo C (Tabela 2). Os grupos C e T que néo tiveram
contato com o etanol apresentaram maior consumo alimentar em relacdo aos demais grupos (p<0,05).
Além disso, 0s animais que receberam etanol e os abstinentes combinados com treinamento fisico
mostraram perda de apetite, demonstrados pela reducéo na ingestdo alimentar comparada com ratos
que apenas treinaram e 0s respectivos controles (Tabela 2). A eficiéncia alimentar foi reduzida em
ratos abstinentes e tornou-se pronunciada nos ratos que receberam etanol (p<0,05). No entanto, o
treinamento fisico aumentou a eficiéncia alimentar nos grupos A+T e E+T (p<0,05) (Tabela 2). Além
disso, ha correlacdo negativa entre a ingestdo de etanol e o periodo de treinamento fisico durante 13
semanas (r<-0,78, p<0,001), evidenciado pela reducdo do consumo de etanol com o aumento do
periodo de treinamento (Fig. 1). O treinamento fisico reduziu a ingestdo de etanol, mas aumentou a
ingestdo total de liquidos, confirmando a maior preferéncia pelo consumo de agua (Tabela 2).

A glicose foi reduzida em ratos tratados com etanol, exceto nos animais que realizaram
exercicio fisico, e nos ratos abstinentes com e sem treinamento, apresentando maiores valores de
glicose circulante (Tabela 3). Os valores circulantes de triglicerideo (TC), colesterol total, VLDL,
LDL, HDL e proteina total foram reduzidos em ratos com ingestdo de etanol, diferente
significativamente dos valores para o0s ratos abstinentes e controles. Contudo, o grupo T e 0 E+T
comparado com o E e C, respectivamente, aumentou o TC, VLDL, LDL, HDL, colesterol total e
proteina total (p<0,05) (Tabela 3). Os ratos do grupo abstinente possuem valores maiores de proteina
total, colesterol total, HDL e LDL comparados com controle (p<0,05) (Tabela 3.).

A testosterona livre foi mais pronunciada nos animais do grupo E e menos em A comparados
ao C (0<0,05) (Fig. 2A). No entanto, o treinamento fisico reduziu a testosterona livre em ratos com
consumo de etanol, além de aumentar no grupo T em relagdo ao C (p<0,05) (Fig. 2A). Ratos
abstinentes apresentaram menores IGF-1 em relagdo aos demais grupos. O treinamento fisico

aumentou o IGF-1, exceto com a ingestéo de etanol (Fig. 2B).

Teixeira, GR.



76
Capitulo 3 J Appl Physiol

As CD-36, SCAP, SREBP-1 e LIMPII foram significativamente aumentadas em todos 0s
grupos treinados comparaados a -actina (Fig. 3A-D), exceto a LIMPII do grupo T apresentou menor
expressao que o controle (Fig. 3D).

Discussao

Ratos que preferem etanol e o ingeriram apresentaram diminui¢do no consumo alimentar e na
eficiéncia alimentar, porém a energia ingerida foi maior que os animais que preferem etanol e ndo
ingeriram durante o experimento etanol (abstinentes), devido ao alto valor energético do etanol.
Assim a interacdo do exercicio fisico e da preferéncia ao etanol diminuiu a ingestdo de alimento e
calorias e aumentou a eficiéncia alimentar e o ganho de peso. Os ratos sem preferéncia ao etanol
(NEP) com o exercicio apresentaram, contrariamente, maior ingestdo de alimento e energia ingerida e
menor eficiéncia alimentar e ganho de peso, corroborando a literatura especializada (Suh et al., 2007,
Yates et al., 2007).

A regulacdo do apetite e a ingestdo de energia sdo fundamentais na manutencdo do peso
corporeo. O etanol possui efeito anorexo (Pirola & Lieber, 1976; Lancaster, 1998; Larue-Achagiotis
et al., 1990; Sforcin et. al., 1997; Strba’k et al., 1998). O NADH produzido pela converséo do etanol
a acetaldeido desempenha papel fundamental na bioenergética celular e pode modular a sintese de
acidos graxos e suprimir a p-oxidacdo (Lieber, 2004). Ainda, o valor calérico de etanol (calorias
vazias) ndo contribui para o ganho de peso e a sintese de lipidios é bloqueada pela inibicdo da
desidrogenase da glicose (Ayene et al., 2002). O aumento de peso em pessoas sedentarias contribui
para o desenvolvimento da diabetes, doencas cardiovasculares e cancer (Ballard-Barbash et al.,
2009). Em nosso estudo, o exercicio fisico reduziu a eficiencia alimentar, minimizando o acimulo de
calorias em ratos sem preferéncia ao etanol. Ao contrario, em ratos que consumiram etanol, reduziu a
eficiencia alimentar e o ganho de peso. O exercicio fisico atuou melhorando essas condicdes tirando
0s animais do quadro de desnutricdo provocado pelo etanol. Strbak et al. (1998) demonstraram que,
quando aumenta o consumo de etanol, o consumo de alimento € muitas vezes reduzido, dependendo
da idade e da variedade. Pagano et al. (1999) sugerem que os mediadores das respostas lipoliticas,
promovidas pelo exercicio fisico, podem estar envolvidos na reducdo plasmatica da leptina,
promovendo melhor ganho de peso e eficiéncia alimentar. Eficiéncia alimentar reduzida resultando
em baixo ganho de peso promovido pelo consumo de etanol sugere ser capaz de mudar o
metabolismo energético e a abilidade de estocar energia. Além disso, a glicose foi menor na presenca

do etanol, demonstrando seu papel como inibidor da gliconeogénese (Furuya et al.,2003, 2005). A
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interacdo do exercicio fisico com o consumo de etanol resultou em melhora do metabolismo
energético demonstrado pelo aumento da glicose.

O exercicio fisico pode promover modulagdes crénicas no perfil lipidico, como: diminuicédo
na concentracdo de TG, LDL (Honkola et al., 1997; Thompson et al., 1997; Halle et al., 1999; Silva
et al., 2002), colesterol total (Honkola et al., 1997; Silva et al., 2002), resisténcia a insulina (Duncan
et al.,2003), massa corporal (Halle et al., 1999), indice de massa corporal com concomitante aumento
do HDL, massa corporal magra e taxa metabdlica basal (Thompson et al., 1997; Halle et al., 1999;
Silva et al., 2002). Estas alterac6es podem ser observadas tanto em individuos sedentarios quanto em
fisicamente ativos ou atletas e em pacientes diabéticos (Crouse et al., 1997; Thompson et al., 1997,
Ferguson et al., 1998; Halle et al., 1999; Silva et al., 2002).

Os lipidios plasmaticos, colesterol, triglicérides e fosfolipidios com compostos hidrofébicos
sdo transportados pelo fluxo sanguineo por lipoproteinas soliveis em agua. O consumo de etanol
altera o perfil lipidico, pois gera lesdes hepaticas danificando o metabolismo dos acidos graxos.
Fisher et al. (2003) encontrou aumento de triglicerideos e colesterol no figado, mas fracbes menores
no sangue apés tratamento com etanol. A regulacdo hormonal controla as alteracfes dos lipidios
séricos. Mooren et al. (1994) relataram a diminuicdo de colesterol total, lipoproteinas e triglicerideos
circulantes, apos suplementagdo com 17p-estradiol. O etanol consumido em altas quantidades e por
periodos prolongados modifica o eixo Hipotalamo-Hipofise-Gonada, reduzindo a testosterona total e
aumentando a aromatizacdo para estradiol (Chung, 1990). No nosso estudo, alteragcbes no
metabolismo do colesterol total, lipoproteinas (LDL, VLDL), manifestada pelo decréscimo de
triglicerideo plasmético foram encontradas nos animais que consumiram etanol. Além disso, o
treinamento fisico resistido em ratos normais e que consumiram etanol aumentaram o perfil lipidico
sérico. Sabe-se que os glicocorticoides estimulados pelo treinamento fisico sdo capazes de aumentar
a glicogénese hepatica e promover a mobilizacdo de acidos graxos dos adipécitos e sua utilizacao
para obtencdo de energia (Pignatelli et al., 1998). Durante o periodo de exercicio, 0 aumento do GH
tem papel metabdlico importante com efeitos lipolitico e anabdlico, estimulando os acidos graxos
plasmaticos (Hunter et al., 1965). Em condigbes normais, a noraepinefrina, epinefrina e a
sensibilidade a insulina altera a quantidade dos acidos graxos livres e triglicerideos no plasma (Haude
& Volcker, 1991). Com o treinamento, a secre¢do das catecolaminas aumenta, justificando o aumento
dos triglicerideos durante as condi¢des normais dos ratos treinados.

A desregulacdo androgénica circulante, principalmente, da testosterona livre e as
concentracdes de IGF-1 podem levar ao cancer prostatico, promovendo a progressao do ciclo celular
e inibindo a apoptose, tanto direta como indiretamente (Chan et al., 1998; Pollak et al., 1998; Wolk et
al., 1998; Shi et al., 2001). Dieta com baixa gordura e exercicio fisico regular promove reduc@es na
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insulina, IGF-I e testosterona livre, juntamente com aumentos da globulina ligada a hormonios
esterdides (SHBG) e proteina 1 transportadora do fator de crescimento ligado a insulina (IGFBP-1).
O aumento da SHBG reduz a taxa de testosterona livre que atua na préstata. No presente estudo, a
testosterona livre sofreu influéncia do etanol com maiores valores, no entanto, houve a interacdo do
exercicio fisico e do consumo de etanol reduzindo-a. Nos ratos sem a preferéncia ao etanol, o
treinamento aumentou a testosterona livre corroborando com o aumento promovido nas fragcdes da
testosterona total (Teixeira et al., 2011, dados ndo publicados).

O IGF-1 é produzido em tecidos normais e em tumores, sendo de 70-80% circulante
proveniente do figado (Yakar et al., 1999; LeRointh & Roberts, 2003). O IGF-1 é primeiramente
controlado pelo GH. Nosso estudo encontrou padréo diferenciado de IGF-1 entre os grupos. O etanol
juntamente com o treinamento fisico aumentou o IGF-1 circulante. Menores valores de IGF-1 foram
encontrados no grupo abstinente. Galvéo et al. (2007) realizaram exercicio resistido por 20 semanas e
encontraram o IGF-1, DHEA e GH aumentados e a testosterona livre suprimida. Resultados
semelhantes foram encontrados em nossos estudos, pois o exercicio fisico aumentou o IGF-1
circulante nos grupos T e A+T comparado com C e A, respectivamente. Diversos autores tém
descrito a relacdo entre marcadores de cancer prostatico e fatores de crescimento (Marszalek et al.,
2005; Lacey et al., 2001), sugerindo que o aumento de IGF-1 e GH pode ndo comprometer a
progressao e o estado das doencas prostaticas.

A fim de fornecer um suprimento adequado de colesterol para as células, varios mecanismos
de captacdo de lipoproteinas envolvem receptores, importantes no metabolismo lipidico, como a
CD36, SRBP-1, LDLR, LIMPII, entre outros (Rigotti et al., 2003; Arenas et al, 2004).
Descrevemos a expressao dos receptores de lipidios na prostata normal e em condi¢es experimentais
de alteracdes metabdlicas. Observamos alteracfes na expressdo dos receptores lipidicos dos ratos
UChB com treinamento fisico. O consumo cronico de etanol produz alteracdo no metabolismo dos
lipidios na préstata, evidenciado pela significativa diminuicdo na expressdo de CD-36, LIMPII e
SCAP. O exercicio fisico resistido provocou alteracoes significativas no perfil lipidico da prostata,
aumentando a expressdo de CD-36, SCAP, SREBP-1 e LIMPII sozinho ou com a interagdo do
consumo de etanol. Os receptores de lipideos, receptores scavenger, regulam a seletiva obtencédo de
lipidios pelas células (&cidos graxos, colesterol), lipoproteina (LDL oxidada, HDL, VLDL) e outras
moléculas da matriz extracelular, como colageno e trombospondina (Calvo & Vega, 1993; Handberg
et al., 2006). O aumento da lipogénese é caracteristica importante em células neoplasicas (Kuhajda,
2000) e os andrdégenos sao os principais agentes em células de cancerosas na prostata (Swinnen et al.,
2004).
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O SREBP-1 ¢é o fator transcricional que regula a expressdo do receptor de LDL,
internalizando o colesterol e os &cidos graxos transportados pelo sangue (Chen & Hughes-Fulford,
2001, Swinnen et al., 2004). O complexo SREBP-SCAP-INSIG é estabilizado pelo colesterol.
Quando os esteroides sdo baixos, o complexo SREBP-SCAP ¢ liberado do INSIG e migra para o
complexo de Golgi, onde ¢ proteoliticamente clivado e ativado o fragmento amino-terminal SREBP.
O fragmento SREBP entdo € translocado para o nucleo, onde interage com sitios de transcricdo de
genes envolvidos na sintese de lipidios, de receptores lipidicos e no metabolismo de acidos graxos e
colesterol (Heemers et al., 2001; Swinnen et al., 2004; Sampath & Ntambi, 2006). Nossos resultados
demonstraram que o exercicio fisico promove a reducdo dos receptores de androgeno prostaticos
(Teixeira et al., 2011, dados ndo publicados). Os receptores de andrdgenos atuam principalmente no
aumento da expressdo de SCAP, alterando o balango entre SCAP e sua proteina de retencdo (INSIG),
favorecendo a liberacdo do complexo SREBP-SCAP (Heemers et al., 2004). Recentemente, 0 SCAP
tem sido considerado o alvo transcricional direto via elemento do receptor de androgeno (ARE) no
intron 8 do gene (Heemers, et al., 2004). Corroborando com o aumento do colesterol e lipoproteinas
séricas, o treinamento fisico aumentou o SREBP-1 e, consequientemente, 0 SCAP, pois reduziu 0s
ARs favorecendo a liberagéo da proteina.

O CD36, receptor scavenger classe B, é receptor de LDL oxidada, o LDL, HDL, VLDL,
trombospondina, colageno, acidos graxos e derivados patdgenos. Devido a sua ampla especificidade,
0 CD36 esta envolvido em varios processos normais e patoldgicos (Moore & Freeman, 2006). CD36,
alem de ser um receptor de lipidios, € também receptor da trombospondina (TSP) transmembrana,
glicoproteina que, naturalmente, inibe a angiogénese, essencial para o crescimento tumoral (Vallbo &
Damber, 2005; Damber et al., 2006). A TSP é expressa na prdstata normal e com BPH, mas
diminui em lesGes intraepiteliais neopasicas prostaticas (PIN) e esta ausente no cancer (Vallbo et al.
(2004). Em nossos resultados, o etanol diminuiu a expresséo dessa proteina, no entanto, o exercicio
reestabeleceu e aumentou sua concentracao.

Da mesma forma, o LIMPII pode ter funcdo semelhante a do CD 36, além de ser receptor de
lipidios, pode se ligar a trombospondina (Crombie & Silverstein, 1998). Observamos a expressao
LIMPII baixa na prostata ventral das células epiteliais secretoras de ratos UChB, no entando, o
treinamento aumentou esses valores.

Os lipidicos séricos sdo diminuidos pelo consumo de etanol e aumentados em ratos com
treinamento fisico. Podemos supor que os efeitos observados na prostata ndo sdo apenas acdo do
etanol ou do exercicio fisico diretamente sobre o 6rgdo, mas também das alteragdes no metabolismo
lipidico sistémico. A alteracdo de lipidios no sangue, devido ao estilo de vida sedentario ou ao
consumo de etanol tem sido relatado como fator de risco de cancer de préstata em estudos
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epidemiologicos (Bidoli et al., 2005). O treinamento atua sobre o organismo de ratos que consomem
etanol, melhorando a eficiencia alimentar, reduzindo o consumo de etanol, aumentando o ganho de
peso, regulando o perfil lipidico sérico, concentracBes da testosterona livre e ativacdo de AR,
alterando a expressédo de lipidio na prostata apos consumo de etanol. O treinamento fisico pode ser

utilizado como terapia na reducdo dos riscos das lesdes prostaticas em alcoolistas.
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Tabelas

Tabela 1. Grupos experimentais.

Grupos
Tratamentos Etanol Abstinente Sem preferencia
(E) - Ratos que preferem etanol  (A) - Ratos que preferem (C) - Ratos sem
Sedentério (> 2,0mL de etanol100g peso  etanol (sem consumo de  preferéncia ao etanol
corporal / dia) etanol) (sem  consumo  de
etanol)

Treinado (E+T) - Ratos que preferem (A+T) - Ratos que (T) - ~Ratos  sem
etanol (> 2,0mL de etanol’100g preferem etanol (sem preferéncia ao etanol
peso corporal / dia) consumo de etanol) (sem  consumo  de

etanol)
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Tabela 2. Parametros nutricionais.

E+T A+T T E A C
Ganho de peso (g) 57,8+7,6 62,8+7,1 97,0¢9,5° 34,4450 61,1+10,8° 118,0+17,3°
Consumo alimentar (g)  19,4+0,6  21,0#0,2°  27,0+0,4"  23,0+0,2°  25,8+0,5 26,5+0,4
Liquidos totais (mL) 10,0£0,3 9,1+0,2° 8,47+0,2 11,240,2 10,740,3 8,6+0,2°
Energia ingerida (kcal) 64,6+1,8 61,7+0,9 79,241,1° 72,31+0,7 71,9+1,6 77,1+1,1°¢
Eficiéncia alimentar 60.8+8.8 61.8+8.1 94.0+10.1° 28.0+2.1 56.7+6.6 111.0+12.4°

(o/Kcal/100)

As letras minusculas a-f correspondem as colunas do corpo da tabela, respectivamente, com diferenca significativa entre os
grupos (p<0,05). Teste One-way Anova complementado com Tukey entre grupos com a mesma condicdo experimental.
Teste T Student entre grupos com condi¢do experimental diferente.

Teixeira, GR.
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Tabela 3. Pardmetros bioquimicos.

Bioquimica E+T A+T T E A C
Glicose 126,65+7,12° 151,06+5,63° 123,49+3,15  107,70+7,98%" 138,49+4,57" 123,16+7,5
Triglicerideo 94,1349,34  89,96+8,81° 137,86+12,45 62,65+6,13 60,5245,96"  101,94+9,01
Proteina Total 9,01+0,58" 7,69+0,35  7,93+0,31 6,89+0,33° 8,58+0,48" 6,76 +0,36
Colesterol Total 79,7743,91°  68,63+3,94° 83,57+7,22 55,46+3,27°  79,20+8,68  70,31+5,23
HDL 24,7842 91 25,99+2 .33  21,34+8,98 20,69+2,59 21,45+2,71  18,17+3,45
LDL 36,15+3,36°  24,7545,67  34,65+7,49 22,23+2,75°%  4564+8,25  31,75+3,92
VLDL 18,82+1,86 17,99+1,76  27,57+2,49° 12 53+122 12,10+1,19  20,38+1,80°

As letras minusculas a-f correspondem as colunas do corpo da tabela, respectivamente, com diferenga significativa entre os grupos
(p<0,05). Teste One-way Anova complementado com Tukey entre grupos com a mesma condigdo experimental. Teste T Student entre
grupos com condigdo experimental diferente.
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Figuras

Figura 1. (A) Consumo de etanol em mL/dia dos grupos experimentais. Valores apresentados em
médiatEPM. As letras a, b, ¢, e d correspondem as colunas do eixo das abscissas, respectivamente.
®p<0,05 grupos UChBT. Teste One-way Anova com a posteriori de Tukey entre grupos com mesma
condicdo experimental. Teste T Student entre grupos com condi¢do experimental diferente. (B)
Correlacédo entre o efeito do exercicio fisico sobre o consumo de etanol ao longo de 70 dias (r<-0,78;
p<0,001).

Figura 2. (A) Valores de testosterona livre. (B) IGF-1 dos grupos experimentais. Valores
apresentados em meédiatEPM. As letras a-f correspondem as colunas do eixo das abscissas,
respectivamente (p<0,05). Teste One-way Anova, complementado com Tukey entre grupos com a

mesma condigédo experimental.

Figura 3. (A) Valores da proteina CD-36. (B) Valores da proteina SCAP. (C) Valores da proteina
SREBP-1. (D) Valores da proteina LIMPII. Relagdes com o valor da expressdo de p-actina. (E)
Expressao das proteinas CD-36, SCAP, SREBP-1 e LIMPII.
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111 - Conclusao

O exercicio fisico resistido altera o balanco hormonal, modificando os receptores
esterdides e os lipidios da prostata ventral de ratos. Reduz a proliferacdo celular e aumenta a
apoptose. Portanto, sugere-se que o exercicio fisico resistido pode ser utilizado como terapia para

prevenir as lesdes malignas na prostata decorrentes do etanol.

Teixeira, GR.
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