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RESUMO

VARGAS, Rafael Aréas. Titulo Efeito crénico da administracdo de esterdide anabdlico
androgénico. 2013. 63f. Dissertacdo Mestrado em (Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2013.

Esterdides anabodlicos androgénicos (EAA) sdo usados por atletas profissionais e
amadores, com o objetivo de melhorar a capacidade atlética, aparéncia e massa muscular.
Muitos efeitos adversos tém sido associados com o abuso de EAA, incluindo doencas do trato
urogenital. Este estudo teve como objetivo avaliar as alteracdes morfoldgicas no lobo ventral
da proéstata de ratos puberes e adultos cronicamente tratados com doses suprafisioldgicas de
EAA, usando métodos morfométricos. Foram estudados 39 ratos Wistar machos pesando
entre 400 e 550 g. Os ratos foram divididos em quatro grupos: (a) ratos controle, com 105
dias de idade (C105) (n = 7); (b) ratos controle com 65 dias de idade (C 65) (n = 9), injectados
com o veiculo (6leo de amendoim); (c) ratos tratados com 105 dias de idade (T105) (n = 10) e
(d) Os ratos tratados com 65 dias de idade (C 65) (n = 13). Os ratos tratados foram injectados
com decanoato de nandrolona, numa dose de 10 mg.Kg™ de peso corporal. O horménio
esterdide e o veiculo foram administrados por via intramuscular, uma vez por semana, durante
oito semanas. Os ratos foram sacrificados aos 161 dias de idade (C105 e T105) e 121 dias de
idade (C65 e T65) e do lobulo ventral da préstata foi dissecada e processada para histologia.
A altura do epitélio acinar foi medida em micrémetros em fotomicrografias com ampliacédo de
400x. As densidades de superficie do limen do epitélio e estroma foram calculadas pelo
método de contagem de pontos, com uma grade de 100 pontos sobrepostos sobre imagens
ampliadas em 200x. Todas as analises foram realizadas com o software ImageJ. O teste t de
Student e ANOVA foram utilizados para a comparacdo de médias. Foi considerado
significativo quando p<0,05. O peso e volume do lobo ventral da prostata mostraram
diferencas entre os grupos C65, T65, C105 e T105. A altura do epitélio ndo mostrou nenhuma
diferenca entre os grupos C65 e T65 (p = 0,8509), mas o grupo T105 mostrou um aumento de
32% em relacdo ao C105 (p = 0,0089). No que diz respeito a densidade de superficie do
limen ndo houve diferenca entre C65 e T65 (p = 0,9031) mas uma diminui¢do de 19% em
relacdo a T105 em comparagdo com C105 (p = 0,0061). Nao houve diferenca na densidade de
superficie do epitélio entre C65 e T65 (p = 0,7375), mas o grupo T105 apresentou 51% de
aumento (p = 0,0065) em comparacdo com o C105. Em relacdo a densidade superficial do
estroma, ndo foram observadas diferencas entre C65 e T65 e entre C105 e T105. Finalmente,
ndo houve diferenca no padrdo de coldgeno entre C105 e T105, mas o grupo T65 mostrou
uma predominancia de fibras de colageno tipo | em relacdo ao C65. A utilizacéo de esteroides
androgénicos anabolicos em ratos promove mudancgas estruturais na prostata. Observamos
mudangas estruturais na altura, volume e epitélio do lobo da ventral da prostata e uma
predominancia de fibras de colageno.

Palavras-chave: Prostata. Anabolizantes esteréides. Nandrolona. Morfometria.
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ABSTRACT

Anabolic-androgenic steroids (AAS) are used by professional and amateur athletes with the
goal of improving athletic ability, appearance and muscle mass. Many adverse effects have been
associated with AAS abuse, including disorders of the urogenital tract. This study aimed to assess the
morphological modifications in the prostate ventral lobe of pubertal and adult rats chronically treated
with supraphysiological doses of AAS using morphometric methods. We studied 39 male Wistar rats
weighing between 400 and 550 g. The rats was assigned into four groups: (a) control rats, with 105 days
of age (C105) (n = 7); (b) control rats with 65 days of age (C65) (n = 9), injected only with the vehicle
(peanut ail); (c) treated rats, with 105 days of age (T105) (n = 10) and (d) treated rats with 65 days of age
(T65) (n = 13). The treated rats were injected with nandrolone decanoate at a dose of 10 mg.Kg? body
weight. The steroid hormone and the vehicle were administered by intramuscular injection once a
week for eight weeks. The rats were killed at 161 days of age (C105 and T105) and 121 days of age
(C65 and T65) and ventral lobe of the prostate was dissected and processed for histology. The
height of the acinar epithelium was measured in micrometers in photomicrographs of 400x
magpnification. The surface densities of the lumen, epithelium and stroma were calculated by the point
intercepts method, with a grid of 100 points superimposed on 200x magnified images. All
analyses were performed with the ImageJ software. Student's-t-test and One-way ANOVA was used
for mean comparisons. For all cases, significance was set at 0.05. The weight and volume of the
prostate ventral lobe showed differences between groups C65, T65, C105 and T105. The epithelium
height showed no difference between groups C65 and T65 (p=0.8509), but the T105 group showed an
increase of 32% compared to C105 (p=0.0089). The lumen surface density presented no difference
between C65 and T65 (p=0.9031) but a decrease of 19% in T105 animals compared to C105
(p=0.0061). There was no difference in epithelium surface density between C65 and T65 (p=0.7375), but
was group T105 had a 51% increase (p=0.0065) in comparison to C105. Regarding stroma surface
density, there were no differences between C65 and T65 or between C105 and T105. Finally,
there was no difference in collagen pattern between C105 and T105, but T65 showed a
predominance of collagen fibers type | compared to C65. The use of anabolic androgenic
steroids in rats promotes structural changes in the prostate. We observed structural changes in the
weight, volume and epithelium height of the prostate ventral lobe and a predominance of collagen
fibers.

Keywords: Prostate. Anabolic-steroid. Nandrolone. Morphometry.
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INTRODUCAO

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo amplamente utilizados por atletas
profissionais e amadores, com o objetivo de melhorar a capacidade atlética, aparéncia e massa
muscular. No entanto, muitos efeitos adversos tém sido associados com o abuso de EAA,
incluindo perturbagdes do trato urogenital (1). O abuso de esterdides anabdlicos androgénicos
pode ser um fator etioldgico na infertilidade masculina entre os atletas amadores. Os EAA e
exercicios de resisténcia também podem induzir algumas alteracdes subclinicas no eixo
hipotalamo-hipdfise-gonadal (1,2).

As alteragdes testiculares resultantes do uso de EAA estdo documentadas na literatura (3).
Altas doses de decanoato de nandrolona reduz o volume dos testiculos e comprimento dos
tubulos seminiferos em ratos (4). Contudo, estudos sobre as alteracdes estruturais da prostata
apos EAA sdo escassos na literatura (5).

Um estudo experimental com ratos demonstrou que a alteracdo nos niveis séricos de
testosterona pode causar alteracbes morfoldgicas no tecido da prostata (6). A administracdo
exogena de EAA tem efeitos profundos sobre a prostata humana, incluindo um aumento do
volume da prostata, a reducdo da taxa de fluxo de urina e a alteracdo dos padrdes de

esvaziamento (7).
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1 ESTEROIDES ANABOLICOS ANDROGENICOS

EAA sdo derivados sintéticos do hormdnio masculino testosterona. Compostos de EAA
sdo indicados atualmente para o tratamento de anemia refrataria, angioedema hereditario, cancer
de mama e estados de fome (5,8). Sua utilizagdo também é farmacologimente importante no
tratamento de condi¢gdes médicas como deficiéncia de crescimento e osteoporose (2,4).

No entanto, EAA tém sido usados por atletas profissionais e amadores, de ambos 0s sexos
desde a pré-adolescéncia até a idade adulta com o objetivo de melhorar a habilidade atlética, a
aparéncia e a massa muscular (2,3,4,8).

As doses e as combinacdes destes componentes usados pelos atletas sdo geralmente
excessivas podendo chegar a até 100 vezes a dose terapéutica (3,4,5,8). Muitos efeitos adversos
tém sido associados com o abuso de EAA, incluindo distirbios da funcdo enddcrina e
imunoldgica, alteraces na pele, no sistema homeostéatico e no trato urogenital (5).

O abuso dos EAA tornou-se uma questdo de saude publica (9,10) e, nos ultimos anos,
uma atencdo especial tem sido dada ao seu papel no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, com dados publicados que apontam para a maior ocorréncia de hipertensao,
insuficiéncia cardiaca, cardiomiopatia, arritmias e morte subita (9,11).

Em camundongos que foram submetidos a doses suprafisioloficas de EAA, o tempo de
vida foi diminuido, sendo verificado grande ocorréncia de tumores renais, glomerulonefropatia e
hepatite peliosa (12,13).

Com relacdo ao sistema urogenital, os EAA diminuem os niveis de testosterona endégena
e de hormonios gonadotroficos, assim como o peso testicular, contagem de espermatozoéides e a
motilidade dos espermatozdides (14).

Os androgénios exercem seus efeitos bioldgicos através de um Unico receptor intracelular
gue esta presente no trato reprodutivo, bem como, em muitos tecidos ndo-reprodutivos como
0sso, musculo esquelético, cérebro, figado, rim e adipécitos. Os EAA se ligam ao mesmo
receptor que a testosterona e a dihidrotestosterona (DHT) (14).

Os EAA mais usados e aprovados pela US Food and Drug Administration sdo o
decanoato de nandrolona (Deca Durabolin®), a oxandrolona (Oxandrin®), oximetolona
(Anadrol®) e stanozolol (Winstrol®)(14). Neste estudo trabalhamos especificamente com o

decanoato de nadrolona, por isso, a detalharemos melhor.
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1.1 Decanoato de Nandrolona

A nandrolona foi sintetizada primeiramente em 1950 (15) e em 1953 (16). Ela ¢
metabolizada de maneira similar a testosterona, e seus principais metabolitos sdo a 3-
norandrosterona, um derivado Sa, e a 2-noretiocolanolone, um derivado 5B (17). Foi
demonstrado que a nandrolona, assim como a testosterona, pode sofrer aromatizagéo (18). Apesar
da sua similaridade com a testosterona, a nandrolona tem maior efeito anabolico. A substitui¢éo
de um atomo de hidrogénio no grupo metil C19 da testosterona cria um novo centro assimetrico

em C10, que pode ser responsavel por favorecer a relacdo anabolico-androgénica da droga (14).

O

Figura 1 — Estrutura quimica do decanoato de nandrolona (Reproduzido de Shahidi, 2011) (11).
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2 CARACTERISTICAS DA PROSTATA HUMANA E DO RATO

A préstata humana € uma glandula acessoria do sistema genital masculino responsavel
pela secrecdo e armazenamento de uma ampla gama de produtos do liquido seminal (19,20).

Sua secrec¢éo fornece aos espermatozoides condicdes ideais de sobrevivéncia e viabilidade
durante e ap6s a ejaculacdo. Histologicamente é composta por unidades secretoras tdbulo-
acinares, envoltas por um estroma rico em células musculares lisas (19).

Os androgenos tém sido apontados como o fator extrinseco de maior importancia, atuando
nos eventos que levam ao seu desenvolvimento embrionério e a maturagdo funcional assim como
na homeostase do 6rgdo maduro em diferentes fases da vida (21,22).

A prostata humana pode ser dividida anatomicamente em lobos (23) ou funcionalmente

em zonas, de acordo com McNeal (24).

Figura 2 — A, Diagrama sagital da prostata humana de um adulto mostrando a uretra distal (UD),
uretra proximal (UP) e ducto ejaculatério (E). Essas estruturas sdo mostradas em relacdo as trés
principais regides da prostata descrito por McNeal, 1983(24). Zona central (CZ), zona periférica
(PZ) e zona de transi¢do (TZ). B, Gréfico tridimensional representando as trés zonas glandulares da
prostata por McNeal. Zona periférica (amarelo), zona central (vermelho), zona de transi¢éo (azul),
estroma fibromuscular anterior (verde). (Reproduzido de Timms, 2008) (25).

O aspecto anterior ou ventral da glandula é quase inteiramente fibromuscular, enquanto a
regido glandular ocupa a por¢do posterior do tecido e envolve os ductos ejaculatorios a medida

que eles entram na uretra de cada lado do verumontanum (25).
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Figura 3 — Diagramas de dissecgdo frontal e sagital do complexo urogenital masculino ilustrando a
posicdo anatbmica da préstata de um adulto e estruturas associadas. As zonas da prdstata descritas por
McNeal, 1983 (24) estdo indicadas: zona central (CZ), zona periférica (PZ), estroma fibromuscular
anterior (AFS), zona de transicao (TZ), de acordo com Timms, 2008 (25).

Comparada com a compacta glandula humana, a prdstata adulta de ratos pode ser
anatomicamente dividida em diferentes glandulas (25): préstata anterior (PA) ou glandula de
coagulacdo (GC), prostata dorsal (PD), prostata lateral (PL) e prostata ventral (PV) com
demonstrado na figura 4. Frequentemente as prostatas dorsal e lateral sdo consideradas em
combinacéo e designados como prostata dorsolateral (PDL), uma vez que partilham um sistema
de ductos (26).

Ratos e humanos apresentam tipos celulares similares no epitélio de suas prostatas
(secretora, basal e neuroendocrina), que presumivelmente realizam as mesmas fungdes
fisiologicas, mas a proporgdo varia entre as espécies. Ambas as espécies possuem células
epiteliais colunares que secretam proteinas prostaticas e fluidos das suas superficies apicais para

0 limen (26).
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Figura 4 - Orgdos sexuais acessorios masculinos de um rato adulto. A, vista anterior, B, vista
lateral, C, vista anterior com a bexiga defletida caudalmente. Glandula ampular do ducto
deferente (AG); bexiga (B); glandula de coagulacdo (CG); prostata dorsal (DP), prostata lateral
(LP); vesicula seminal (SV); prostata ventral (VP); ducto deferente (VD); veia deferente (DV).

Humanos tém uma continua camada de células basais entre as células secretoras e a
membrana basal, enquanto que os ratos tém menos células basais e uma descontinua camada em
torno das glandulas (22). As células neuroenddcrinas sao dispersas e raras na prostata humana, e
ainda mais raras no rato (27).

A préstata humana tem um estroma fibromuscular robusto, ja a prostata de rato tem um
componente estromal muito modesto (26).

Ambas as espécies possuem prostata e glandulas acessérias que se desenvolvem dos
ductos de Wolff e do seio urogenital, e sdo andrégeno-sensiveis (26,28).

A PA do rato é considerada andloga a zona central da prostata humana, que é raramente
um sitio de transformacdo neopléasica em humanos (26). A PDL do rato é considerada mais
similar a zona periférica humana, que é a zona em que ocorre a maioria dos carcinomas (29).
Essas analogias, contudo, séo limitadas & medida que sdo baseadas exclusivamente em dados
descritivos e precisam ser reavaliadas usando técnicas moleculares (30).

A PV é a mais utilizada em estudos translacionais pois este € o mais similar a prostata
humana no que se refere a influéncia dos androgénios sobre sua fisiologia e morfologia (31).

Além disso, a prostata ventral tem uma quantidade minima de dobras no epitéelio, a prostata
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dorsolateral tem uma quantidade intermediéria de dobras epiteliais e a prostata anterior possui
uma grande quantidade de dobras (26).

A PV consiste de dois lobos discretos que sdo anexados a uretra por uma camada de
tecido conjuntivo e por uma série de ductos revestidos por, principalmente, epitélio cubdide que
drenam para a uretra (32). O lobo ventral € evidente, gelatinoso e semelhante & folha, mas pode
ser dificil identificd-lo sem uma disseccdo microscopica. Os ductos do lobo ventral entram na
uretra ventralmente. A Unica caracteristica histoldgica importante do lobo ventral é a de que ele

tem um epitélio colunar simples com poucas dobras (26).
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3 CONTROLE HORMONAL NA PROSTATA

O controle da diferenciacdo e da atividade prostatica é bastante complexo, e depende de
uma soma de fatores extrinsecos (hormonais, imunoldgicos, alimentares e genéticos) e intrinsecos
(33).

Dentre os androgénios, a forma hidroxilada da testosterona, a DHT, é a de maior ac¢do na
préstata, devido a alta afinidade com os receptores de androgénio (RA). Varios outros horménios
como os estrogénios, os glicocorticoides, a prolactina e a insulina, também tém sido implicados
no controle da prostata (34).

Os fatores intrinsecos influenciam as principais populagdes celulares do 6rgdo por meio
de mecanismos paracrinos, autocrinos e intracelulares. Correspondem, na sua maioria, a
diferentes tipos de fatores de crescimento, como o fator de crescimento epidermal, o de
queratindcito, o de fibroblastos e o tipo insulina (35).

Assim, a maior importancia dos androgénios na regulacdo da fungdo e crescimento
prostatico € devida a sua acdo direta, via ligacdo com RASs ou via mecanismos indiretos
decorrentes do estimulo a secrecdo dos fatores de crescimento. Estes, por sua vez, irdo estimular
atividades especificas nas células prostaticas, como a proliferacdo das células epiteliais e
estromais (36).

Durante o desenvolvimento embrionario, por exemplo, as células mesenquimais do
complexo prostatico em desenvolvimento sdo as primeiras a expressar RA e, entdo, sob estimulo
androgénico, liberam fatores como o fator de crescimento de fibroblastos-10 que agem sobre as
células epiteliais induzindo a formacgdo dos ductos prostaticos e seu padrdo de ramificacdo
caracteristico (21,34,37,38). Por sua vez, a acao direta dos androgénios se aplica principalmente
para a regulacdo da atividade secretora das células epiteliais (39).

Em resumo, as interagfes entre as populacbes celulares do estroma e do epitélio sdo
essenciais para o controle do desenvolvimento, morfologia e fisiologia prostatica (36). Desse
modo, evidéncias indicam que o desequilibrio nessas interacfes & decisivo na instalacdo e na
progressao das doengas que acometem o 6rgao (40).

A préstata € um dos 6rgdos mais sujeitos a alteragdo durante o envelhecimento,
apresentando frequentemente um crescimento disfuncional, como é o caso da hiperplasia

prostatica benigna (HPB), bem como a alta ocorréncia de tumores malignos, como o
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adenocarcinoma prostatico (PAC) (35,41). Por esse motivo, a compreensdo do controle do
funcionamento e a diferenciacéo das células prostaticas sdo de grande relevancia (36).

Os androgénios, juntamente com outros esteroides sexuais, constituem uma classe de
horménios derivados do colesterol. Visto a influéncia dos androgénios sobre a homeostasia e o
crescimento da prostata, as terapias de supressdo androgénica sdo amplamente utilizadas no
tratamento da HPB e do PAC (36).

Contudo, s6 encontramos um trabalho na literatura (5) que avaliou diretamente os efeitos
de um EAA, o decanoato de nandrolona, no tecido prostatico de ratos. Porém, este estudo utilizou
materiais e métodos diferentes dos nossos e também obteve resultados bem distintos dos

apresentados no presente estudo.
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4 OBJETIVO
Este estudo tem por objetivo avaliar as alteracGes morfoldgicas do lobo ventral da préstata

de ratos puberes e adultos, cronicamente tratados com doses suprafisiologicas de decanoato de

nandrolona.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Trinta e nove ratos machos adultos Wistar pesando 400 — 550 g foram mantidos em
biotério com iluminacéo artificial controlada (12h ciclo claro-escuro), temperatura (23 — 24°) e
oferecido ragdo comercial e 4gua ad libitum.

5.2 Grupos

Os animais foram divididos em quatro grupos: ratos controle, com 105 dias de idade
(C105) (n=7) e 65 dias de idade (C65) (n=9), submetidos a injecdo de veiculo (6leo de amendoim
com 10% alcool benzdico) e ratos tratados, com 105 (T105) (n=10) e 65 dias de idade (T65)
(n=13), submetidos & injecdo de decanoato de nandrolona (Deca Durabolin 50 mg.mL™* Organon)
na dose de 10 mg.Kg™ de peso corporal. Tanto o hormdnio esteride quanto o veiculo foram
administrados por injecdo intramuscular no membro posterior uma vez por semana durante oito

semanas (13).

5.3 Sacrificio dos animais e coleta dos tecidos

Com 161 dias de idade (C105 e T105) e com 121 dias de idade (C65 e T65), 0s ratos
foram mortos por overdose anestésica (tiopental sodico, 100 mg/Kg, injetado por via
intraperitoneal).

A prostata foi retirada em bloco, e estes foram fixados em formaldeido 4%.

5.4 Biometria

O bloco retirado, apds 48 horas da fixacdo, foi dissecado sob magnificagdo com auxilio
de microscopio cirargico (MU-M19, D. F. Vasconcellos, S&do Paulo, Brasil) para separacdo dos

lobos ventrais. Cada um destes foi pesado e seu volume medido pelo teste de Sherle (42).
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5.5 Microscopia de Luz

Os fragmentos para analise em microscopia de luz foram processados conforme protocolo
padrdo do laboratorio (anexo C), para inclusdo em parafina e cortados em 5um de espessura por
microtomo (CUT 4060, Olympus, Téquio, Japdo).

A altura do epitélio acinar foi medido em cortes corados por hematoxilina e eosina (HE),
de acordo com o protocolo padrdo do laboratorio (anexo D). Para tanto foi considerado a
distancia linear, medida em micrometros, entre superficie luminal do urotélio e sua membrana
basal. Foi utilizado a fungdo “straight line” do software Imagel versdo 1,43 (NIH, Bethesda,
Maryland, EUA). para esta analise. A média de cada animal foi calculada apds 250 medigdes
realizadas em pelo menos 25 campos diferentes com aumento de 400X.

Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica para o Cuidado e Uso com Animais do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ, protocolado sob o n°: CEUA/036/2012.
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Figura 5 — Fotomicrografia da prostata ventral de rato mostrando as caracteristicas morfométricas. A
altura do epitélio acinar (amarelo) foi mensurada em micrémetros em fotomicrografias com um aumento
de 400x usando o software Image J. HE, 400X.

As densidades de area do limen acinar, do epitélio e do estroma foram calculadas nos
mesmos cortes corados por HE, com auxilio do software ImagelJ através da fungdo “cell counter”.
Em cada campo histologico, foi aplicado uma grade de 100 pontos e 0s pontos incidentes sobre o
lumen, epitélio e estroma foram contados e expressos em porcentagem. Para cada animal, a
média foi determinada em 25 campos com aumento de 200X.
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Figura 6 - Fotomicrografia da préstata ventral de rato mostrando as caracteristicas morfométricas. A
densidade de superficie do lumen, epitélio e estroma do lobo ventral da prdstata foram estimados pelo
método de contagem de pontos, com uma grade de 100 pontos sobreposta em fotomicrografias usando o
software Image J. HE, 200X.

A avaliacdo do padrdo do colageno foi feita qualitativamente, em cortes corados por
Picrosirius Red de acordo com protocolo anexado (anexo E), observados sob luz polarizada, com
uma magnificacdo de 400X (43). Estas imagens foram utilizadas para diferenciar os tipos de
colageno 11 (visto em verde) e | (vermelho / laranja) (43).

Todas as imagens de microscopia de luz convencional, polarizada foram capturadas por

uma camera DP71 acoplada ao microscopio BX51 (Olympus, Téquio, Japao).
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5.6 Andlise Estatistica

As médias dos grupos foram comparadas pelo teste t de Student e pela ANOVA seguida
pelo pés-teste de Bonferroni. Em todos os casos, a significancia foi fixada em um valor de
probabilidade de 0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
(Graphpad Software, San Diego, Califérnia, EUA).
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6 RESULTADOS

O peso (p<0.0001) e o volume (p=0.0004) das prostatas demonstraram diferenca entre o0s
grupos C65, T65, C105 e T105, conforme as figuras 6 e 7. Contudo entre 0s animais da mesma
idade (C65 e T65, e C105 e T105) ndo houve diferenca.

1.0+
b b

0.8 —_—

0.61

(9)

0.4+

0.2-

0.0' - T

C 65 T 65 C 105 T 105

Figura 7 — Peso (g) do lobo ventral da prdstata de ratos controle e tratados. Dados expressos em média
e desvio padrdo. p < 0.05. A analise demonstou diferenca entre os grupos C65 e T65, bem como entre
os arunos C105 e T105.

1.0

0.0 ¥ T
C 65 T65 C 105 T 105

Figura 8 — Volume (cm®) do lobo ventral da prostata de ratos controle e tratados. Dados expressos em
média e desvio padrdo. p < 0.05. A andlise demonstrou diferenca entre os grupos C65 e T65, bem como
entre os grupos C105 e T105.
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A altura do epitelio ndo apresentou diferenca entre os grupos T65 e o grupo C65

(p=0.8509). Contudo o grupo T105 apresentou um aumento de 32% quando comparado ao grupo

C105 (p=0.0089) neste parametro, como representado na figura 9.
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Figura 9 — Altura do epitélio do lobo ventral de ratos controle e tratados. Dados expressos em média e
desvio padrdo. *p<0.05. A anéalise ndo demonstrou diferenca entre os grupos C65 e T65, mas 0 grupo

T105 apresentou um aumento de 32% comparado ao C105.
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Figura 10 — Fotomicrografias do lobo ventral da préstata de rato mostrando a altura do epitélio. A) Lobo ventral da
prostata de rato do grupo C65. HE 400X. B) Lobo ventral da prostata de rato do grupo T65. HE 400X. C) Lobo
ventral da préstata de rato do grupo C105. HE 400X. D) Lobo ventral da prostata de rato do grupo T105. HE

400X.

Quanto a densidade do lamen verificou-se que o tratamento ndo promoveu alteracdo
significativa entre os grupos C65 e T65(p=0.9031). Mas em rela¢do ao grupo T105, houve uma
diminuicdo de 19% comparado ao grupo C105 (p=0.0061).
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Figura 11 — Densidade do lumen da prostata de ratos controle e tratados. Dados expressos em média e
desvio padréo. *p<0.05. A densidade de superficie do ltmen néo apresentou diferencga entre C65 e T65
(p=0.9031) e o grupo T105 apresentou uma diminuicao de 19% comparado ao C105 (p=0.0061).

Novamente, a densidade de epitélio ndo sofreu alteracdo significativa entre os grupos C65
e T65 (p=0.7375), porém no grupo T105 ocorreu um aumento de 51% comparado ao grupo C105
(p=0.0065).
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Figura 12 — Densidade do epitélio da prostata de ratos controle e tratados. Dados expressos em média
e desvio padrdo. *p<0.05. A densidade de superficie do epitélio ndo apresentou diferenca entre C65 e
T65 (p=0.7375), mas aumentou 51% no T105 em relacdo ao C105 (p=0.0065).

Em relacdo a densidade do estroma ndo houve diferenca nem entre os grupos C65 e T65
(p=0.3819) nem entre os grupos C105 e T105 (p=0.3216).
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Figura 13 — Densidade do estroma da prdstata de ratos controle e tratados. Dados expressos em média
e desvio padrdo. p>0.05. N&o houve diferenca na densidade de superficie do estroma entre C65 e T65,
bem como entre C105 e T105.



Figura 14 — Fotomicrografias do lobo ventral da préstata de rato mostrando as densidades de superficie.
A) Lobo ventral da prostata de rato do grupo C65. HE 200X. B) Lobo ventral da préstata de rato do grupo
T65. HE 200X. C) Lobo ventral da prostata de rato do grupo C105. HE 200X. D) Lobo ventral da préstata de

rato do grupo T105. HE 200X.

Os resultados do padrdo de colageno foram obtidos de modo qualitativo, analisados sob
polariza¢do, comparando-se tambeém ambas as idades entre elas. Estes resultados ndo mostraram
diferencas aparentes entre os grupos C105 e T105, contudo o grupo T65 apresentou um tipo de

colageno diferente do apresentado pelo grupo C65.
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7 DISCUSSAO

Esterdides anabdlicos androgénicos sdo derivados sintéticos da testosterona e séo
importantes farmacologicamente por serem utilizados no tratamento de varias condi¢cbes medicas
como a deficiéncia de crescimento, algumas doencas do sangue e osteoporose. Os androgénios
desempenham um papel crucial no desenvolvimento dos érgdos reprodutivos masculinos tais
como, epididimo, ducto deferente, vesicula seminal, prostata e pénis (6). O uso de EAA pode
levar a diversas alteracdes no corpo, inclusive no sistema genital masculino (9,10).

O estudo de alteragdes estruturais apds o uso de EAA é bem conhecida no testiculo (3,5).
Altas doses de decanoato de nandrolona reduzem o volume dos testiculos e o tamanho dos
tibulos seminiferos em ratos (4). E claramente conhecido que o horménio foliculo-estimulante
(FSH) e o horménio luteinizante (LH), da glandula hipofise, exercem efeitos de promocdo do
crescimento no desenvolvimento dos testiculos e que a administracdo de androgénios exdgenos
suprime os niveis séricos de LH e FSH em humanos e em ratos (3).

Como a proéstata € influenciada pelos niveis séricos de testosterona, o uso de EAA
também pode acarretar alteracbes morfoldgicas do tecido prostatico (6). Pode-se sugerir que
ocorram mudancas funcionais como doencas da préstata e subfertilidade apds o uso de EAA.

Androgénios sdo necessarios para a puberdade, fertilidade e fungdo sexual masculina.
Altos niveis de testosterona intratesticular, secretado pelas células de Leydig, sdo necessarios
para a espermatogénese (14). De maneira semelhante a testosterona é um horménio critico para o
desenvolvimento, crescimento e manutencdo da préstata. A enzima 5-alfa-redutase parece
desempenhar um importante papel por converter androgénios em DHT, que age no nucleo celular
de orgaos-alvos, tais como as glandulas acessorias masculinas, pele e prostata. A morfogénese
prostatica ndo é determinada geneticamente, mas pela exposi¢do a androgénios produzidos pelos
testiculos no feto (31).

Na idade da maturidade sexual, a atividade secretora do epitélio e a diferenciacdo do
musculo liso sdo tambem mantidas por androgénios. Na prostata, o epitélio e o estroma
expressam RAS e por isso sdo capazes de mediar a¢cdes androgénicas (8,12,14,31).

Portanto, em resposta aos androgénios, as células da prostata interagem de uma maneira
autocrino-paracrina, dessa formas estes horménios influenciam sob varios aspectos o crescimento

dessa glandula em estados normais e patolégicos (8,12,31).
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Diversos estudos tém demonstrado que a préstata sofre alteragdes marcantes no epitélio e
no estroma apds ablagdo hormonal e cirdrgica. Esses procedimentos levam & uma diminui¢do na
funcdo glandular, com consequente diminuicdo na espessura do epitélio e no volume estromal
(2,31).

A prostata de roedor tem uma estrutura complexa, consistindo de uma prdéstata ventral
(PV), préstata lateral (PL) e préstata anterior ou glandula de coagulacdo (44). O lobo ventral é
um dos principais alvos da acdo androgénica na prostata de ratos, sendo por conta disso, 0 mais
utilizado em estudos experimentais (31). Além disso, a prostata ventral tem uma quantidade
minima de dobras epiteliais diferentemente dos outros lobos da préstata de ratos (26), por este
motivo, neste estudo decidiu-se avaliar a morfologia do lobo ventral.

Em um trabalho foram avaliadas as alteracfes estruturais da prostata de ratos apds o
tratamento com EAA em animais com peso entre 250 e 300g por 14 semanas (5). Deste estudo
concluiu-se que o decanoato de nandrolona causa atrofia nos componentes da préstata de ratos.
Em nosso estudo observamos que o uso de EAA causa alteracdo na morfologia da prostata apds
um tratamento mais curto (8 semanas); e as alteracdes sdo mais brandas em animais puberes e
mais severas em animais adultos.

Apesar de utilizarmos uma metodologia semelhante, os resultados foram bem distintos do
trabalho de Karbalay-Dust (5). A altura do epitélio aumentou 32 % entre 0s grupos 105 dias
(pardmetro ndo alterado no artigo prévio); em relacdo ao Iumen, epitélio e estroma, foi
demonstrado que o uso de EAA diminui a densidade de todos os trés componentes, ja em nosso
trabalho, onde fizemos analise da densidade de superficie, demonstramos que o lGmen diminui, o
epitélio aumenta e o estroma ndo se altera com o tratamento com EAA.

O uso de EAA em ratos promove mudancas estruturais na prostata. NOs observamos
mudancas estruturais no peso, volume e na altura do epitélio do lobo ventral da prostata, bem
como, uma predominancia de fibras mais espessas. Essas alteracGes parecem ser mais severas em

animais adultos.
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8 CONCLUSAO

O uso de altas doses de esterdide anabolico androgénico, como o decanoato de
nandrolona, promove alteracGes estruturais na prostata.
Este estudo também sugere que essas alteragdes estruturais da prdstata, podem ser mais

significativas em individuos adultos jovens do que em individuos na puberdade.
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ABSTRACT

Purpose: Anabolic-androgenic steroids (AAS) are used by professional and amateur athletes
with the goal of improving athletic ability, appearance and muscle mass. Many adverse effects
have been associated with AAS abuse, including disorders of the urogenital tract. This study
aimed to assess the morphological modifications in the prostate ventral lobe of pubertal and adult
rats chronically treated with supraphysiological doses of AAS using morphometric methods.
Methods: .We studied 39 male Wistar rats weighing between 400g and 550 g. The rats was
divided into four groups: (a) control rats, with 105 days of age (C105) (n = 7); (b) control rats
with 65 days of age (C65) (n = 9), injected only with the vehicle (peanut oil); (c) treated rats,
with 105 days of age (T105) (n = 10) and (d) treated rats with 65 days of age (T65) (n = 13). The
treated rats were injected with nandrolone decanoate at a dose of 10 mg.Kg™ body weight. The
steroid hormone and the vehicle were administered by intramuscular injection once a week for
eight weeks. The rats were killed at 161 days of age (C105 and T105) and 121 days of age (C65
and T65) and ventral lobe of the prostate was dissected and processed for histology. The height of
the acinar epithelium was measured in micrometers in photomicrographs of 400x magnification.
The surface densities of the lumen, epithelium and stroma were calculated by the point intercepts
method, with a grid of 100 points superimposed on 200x magnified images. All analyses were
performed with the ImageJ software. Student's-t-test was used for mean comparisons. In all cases,
significance was set at 0.05.

Results: The weight (p<0.0001) and volume (p=0.0004) of the prostate ventral lobe showed
differences between groups C65 and T65 and between C105 and T105. The epithelium height
showed no difference between groups C65 and T65 (p=0.8509), but the T105 group showed an

increase of 32% compared to C105 (p=0.0089). Concerning the lumen surface density presented
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no difference between C65 and T65 (p=0.9031) and a decrease of 19% for regarding to T105
compared to C105 (p=0.0061). There was no difference in epithelium surface density between
C65 and T65 (p=0.7375), but was 51% higher (p=0.0065) in T105 comparison with C105.
Regarding stroma surface density, there were no differences between C65 and T65 or between
C105 and T105. Finally, there was no difference in collagen pattern between C105 and T105, but
T65 showed a predominance of collagen fibers compared to C65.

Conclusion: The use of anabolic androgenic steroids in rats promotes structural changes in the
prostate. We observed structural changes in the weight, volume and epithelium height of the

prostate ventral lobe and a predominance of collagen fibers.
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INTRODUCTION

Anabolic androgenic steroids (AAS) are widely used by professional and amateur athletes
with the goal of improving athletic ability, appearance and muscle mass. However, many adverse
effects have been associated with AAS abuse, including disorders of the urogenital tract (1).
Abuse of anabolic androgenic steroids may be an etiological factor in male infertility among
recreational power athletes. Anabolic androgenic steroids and endurance exercise can also induce

some subclinical alterations in the hypothalamic-pituitary-gonadal (H-P-G) axis (1,2).

The testicular changes resulting from AAS use are well documented in the literature (3).
High doses of nandrolone decanoate reduce the volume of the testis and length of seminiferous
tubules in rats (4). Studies of the structural changes in the prostate after AAS are scarce in the
literature (5).

An experimental study with rats demonstrated that changes in the serum levels of
testosterone can cause morphological alterations in prostate tissue (6). The administration of
exogenous androgenic-anabolic steroids has been demonstrated to have profound effects on the
human prostate gland, including an increase in prostatic volume, reduction of urine flow rate and
alteration in voiding patterns (7).

This study aimed to assess the morphological modifications in the prostate ventral lobe of
pubertal and adult rats chronically treated with supraphysiological doses of AAS, using

morphometric methods.
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MATERIAL AND METHODS

We studied 39 male Wistar rats weighing between 400g and 550 g. The rats were divided
into four groups: (A) control rats, with 105 days of age (C105) (n = 7); (B) control rats with 65
days of age (C 65) (n = 9) injected only with the vehicle (peanut oil); (C) treated rats, with 105
days of age (T105) (n = 10) and (D) treated rats with 65 days of age (T 65) (n = 13).

The treated rats were injected with nandrolone decanoate at a dose of 10 mg.Kg™ body
weight (8). The steroid hormone and the vehicle were administered by intramuscular injection
once a week for eight weeks (8). The rats were killed at 161 days of age (C105 and T105) and
121 days of age (C 65 and T 65), and the ventral lobe of the prostate was dissected and its weight
and volume were estimated (9). After the measurements each prostate was processed for
histology.

The prostate was carefully removed and fixed in 10% buffered formalin. The prostate
was routinely processed for paraffin embedding, and 5um thick sections were obtained at 200pum
intervals. Sections were stained with haematoxylin-eosin (HE) to assess the integrity of the tissue
and with Picrosirius Red to identify different collagen types.

All selected fields were photographed and the images were captured with an Olympus
BX51 microscope and Olympus DP70 camera. For the analysis of sections stained with HE,
version 1.43 of the ImageJ software (NIH, Bethesda, Maryland, USA) was used. The height of
the acinar epithelium was measured in micrometers in photomicrographs of 400x magnification
(Figure 1A). The surface densities of the lumen, epithelium and stroma were estimated by the
point intercepts method, with a grid of 100 points superimposed on magnified images (Figure

1B) (10).
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Means were statistically compared using the unpaired T-test (p<0.05) with the Graph Pad

Prism software (11).
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RESULTS

The weight (p<0.0001) and volume (p=0.0004) of the prostate ventral lobe showed
differences between groups C65 and T65 and between C105 and T105 (Figure 2).

The epithelium height of the prostate ventral lobe showed no difference between groups
C65 and T65 (p=0.8509), but the T105 group showed a 32% increase compared to C105
(p=0.0089) (Figure 3).

Concerning lumen surface density of the prostate ventral lobe, there was no difference
between C65 and T65 (p=0.9031) and T105 presented a decrease of 19% compared to C105
(p=0.0061). The epithelium surface density presented no difference between C65 and T65
(p=0.7375), but was 51% higher (p=0.0065) in T105 in comparison to C105. Regarding to
stroma surface density, there were no differences between C65 and T65 and between C105 and
T105 (Figure 4)

The collagen pattern was qualitatively analyzed by Picro-sirius Red staining. There was
no difference between C105 and T105, but T65 showed a predominance of collagen fibers

compared to C65 (Figure 5).
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DISCUSSION

Anabolic-androgenic steroids are synthetic derivatives of testosterone and are important
pharmacologically for their use in the treatment of various medical conditions such as growth
deficiency, some blood disorders and osteoporosis. Androgens play a crucial role in the
development of male reproductive organs such as the epididymis, vas deferens, seminal vesicle,
prostate and penis (6). The use of anabolic-androgenic steroids can lead to various body changes,
including the male genital system (12-14).

Many studies have been published reporting structural changes of testes after AAS use (3-
5). High doses of nandrolone decanoate reduce the testis volume and length of seminiferous
tubules in rats (4). It is also clearly established that follicle-stimulating hormone (FSH) and
luteinizing hormone from the pituitary gland have growth-promoting effects on testis
development and that administration of exogenous androgens suppresses the serum luteinizing
hormone and FSH level in humans and rats (3).

The prostate is influenced by the serum levels of testosterone, and the use of AAS can
also cause morphological changes in prostate tissue (6). These findings suggest that AAS can
provoke functional changes and diseases of the prostate as well as lowered fertility.

Androgens are needed for puberty, male fertility and male sexual function. High levels of
intratesticular testosterone, secreted by the leydig cells, are necessary for spermatogenesis (15).
Testosterone is a critical hormone for prostate development, growth and maintenance. The
enzyme 5-alpha-reductase seems to play an important role by converting androgens into

dihydrotestosterone, which acts in the cell nucleus of target organs, such as male accessory
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glands, skin and prostate. Prostatic morphogenesis is determined not genetically, but by exposure
to androgens produced by the testes in the fetus (16).

At the age of sexual maturity, the secretory activity of the epithelium and the
differentiation of smooth muscles are also maintained by androgens. In the prostate, luminal and
basal epithelium as well as stroma and smooth muscle cells express ARs at sexual development
and hence are capable of mediating androgen's actions (15-18). Thus, in response to androgens,
prostate cells interact in an autocrine-paracrine way, influencing various aspects of the growth of
this gland in normal and diseased states (16-18).

Several studies have shown that the prostate undergoes more marked alterations in
epithelial and stromal compartments after hormonal and surgical ablation. These procedures lead
to a decrease in glandular function, with consequent declines in epithelium thickness and stromal

volume (2,16).

The rodent prostate has a complex structure, consisting of a ventral prostate (VP), lateral
prostate (LP) and anterior prostate or coagulating gland (19). The ventral lobe is one of the main
targets of the action of androgens in the prostate of, the reason it is widely used in experiments
regarding hormones (16). Besides this, the ventral prostate has only a small quantity of epithelial
folds, unlike the other prostate lobes in rats (20). For this reason, we decided to evaluate the
morphology of the ventral lobe instead of the others.

A recent study investigated the structural alterations of the rat prostate after treatment with
AAS for 14 weeks in animals weighing between 250 and 300 g (5). The authors concluded that
nandrolone decanoate causes atrophic changes in the components of the rat prostate. In our study

we observed that the use os AAS causes changes in the prostate morphology after briefer
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treatment (8 weeks), and that the changes are less severe in pubertal animals and more severe in
adult.

Although we used a similar method, our results were quite different from those of
Karbalay-Dust (5). The height of the epithelium increased 32% in the groups of 105-day-old
animals, a parameter not altered in the previous study. That study also found that the use of AAS
diminished the density of the lumen, epithelium and stroma. In contrast, we analyzed the surface
density and found that the lumen diminishes, the epithelium enlarges and the stroma do not
change after treatment with AAS.

Therefore, the use of anabolic-androgenic steroids in rats promotes structural changes in
the prostate. We observed changes in weight, volume and epithelium height of the ventral lobe

and a predominance of collagen fibers. These alterations seem to be more severe in adult animals.
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Figure 1: Photomicrographs of the rat prostate ventral lobe showing the morphometric features.
A) The height of the acinar epithelium (yellow) was measured in micrometers in
photomicrographs of 400x magnification using the Image J software. HE X 400. B) The surface
density of ventral lobe prostate lumen, epithelium and stroma were estimated by the point

intercepts method, with a grid of 100 points superimposed on magnified images using the Image
J software. HE X 400.
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Figure 2 — Comparative graphs between prostate ventral lobe weight (g) and volume (cm®) of
treated and control rats. Data expressed as mean and SD. p < 0.05. The analysis showed

difference between C65 and T65 groups, as well as between C105 and T105 groups. Weight:
p<0.001 and volume: p=0.0004.
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Figure 3 — Photomicrographs of the rat prostate ventral lobe group showing the epithelium
height. The epithelium height showed no difference between groups C65 and T65, but the T105
group showed an increased of 32% compared to C105. A) Rat prostate ventral lobe of group C65.
HE 400X. B) Rat prostate ventral lobe of group T65 HE 400X. C) Rat prostate ventral lobe of
group C105 HE 400X. D) Rat prostate ventral lobe of group T105 HE 400X.
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Figure 4 — Comparative graphs between surface densities of the lumen, epithelium and stroma of
control and treated rats. Data expressed as mean and SD. *p<0.05. The lumen surface density
presented no difference between C65 and T65 (p=0.9031) and for T105 presented a decreased of
19% compared to C105 (p=0.0061). The epithelium surface density presented no difference
between C65 and T65 (p=0.7375), but increased by 51% (p=0.0065) in T105 in relation to C105.
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There were no differences in stroma surface density between C65 and T65 as well as between
C105 and T105.
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Figure 5 — Photomicrographs showing prostate collagen of rat groups. A) Ventral prostate lobe
of group T65. The photomicrograph shows predominance of collagen (red). Picrosirius Red
400X. B) Ventral lobe of group C65. Decreased presence can be observed of collagen (red).
Picrosirius Red 400X.
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ANEXO C

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
LABORATORIO DE PESQUISA UROGENITAL
PROTOCOLO PARA PROCESSAMENTO DE MATERIAL

DATA: ....... [c.... [

01-Desidratacéo:

Alco0l 70% (307)...cvverrereieeereeereesesierenen, T
Al1co0l 80% (307 e
Al1co0l 90% (307w B e
A1c001 95% (307 e
A1co0l 100% (45”)....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenen. B e
Alcool 100% (1h)....covereereeeeeeeeree e, T

02-Diafanizagéo:
Xilol T (457)eeiieieeieeee e Q ettt
Do [o] I 1 I (1 ) PSR B e

03-Impregnacéo:
Parafina I (457).cceeeoieiiieeeeeee B et
Parafina 11 (1h).....ccocoeiiiiiiiiec e B et

04-Incluséo:
Observagoes:

Responsavel:
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ANEXO D

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
LABORATORIO DE PESQUISA UROGENITAL
PROTOCOLO PARA COLORAGAO COM H&E

Hematoxilina e Eosina — HE

Procedimentos:

- Desparafinar em duas mudas de xilol (10 minutos cada);

- Hidratar em duas mudas de alcool absoluto (3 minutos cada);

- Hidratar em alcool 90%, 80% e 70% (1 minuto cada);

- Lavar em &gua destilada;

- Corar em Hematoxilina de Delafield (2 a 5 minutos);

- Lavar em &gua corrente (3 a 5 minutos);

- Desidratar em alcool 70%, 80% e 90% (1 minuto cada);

- Desidratar em duas mudas de alcool absoluto (3 minutos cada);
- Clarificar em duas mudas de xilol (5 minutos cada);

- Montar com Balsamo do Canada ou Entellan.

Resultados:
Nucleo: Azul

Citoplasma: Rosa
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ANEXO E

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
LABORATORIO DE PESQUISA UROGENITAL
PROTOCOLO PARA COLORACAO COM “PICRO SIRIUS RED”

Picro Sirius Red

Procedimentos:

- Desparafinar em duas mudas de xilol (10 minutos cada);

- Hidratar em alcool absoluto, 90%, 70% e agua destilada (3 minutos cada);
- Corar em Solucéo de Sirius Red 0,1% (1 hora);

- Passar em duas mudas de HCI 0,01N (1 minuto cada);

- Lavar em &gua destilada;

- Corar em Hematoxilina de Harris (6 minutos);

- Lavar em agua corrente;

- Desidratar em alcool 70% e 90% (2 minutos cada) e duas mudas de alcool absoluto (3 minutos
cada);

- Clarificar em duas mudas de xilol (5 minutos cada);

- Montar com Balsamo do Canada ou Entellan.

Resultados:

Fibras e Fibrilas colagenas: vermelho

Nucleo: roxo

Com polarizacao: - Fibras de colageno tipo I: amarelo ou vermelho.
- Fibras de colageno II: Variavel

- Fibras de coléageno tipo I1l: verde
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