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RESUMO
A prostata € uma glandula do sistema reprodutor masculino que € responsavel pela produgdo
do sémen. O cancer de prostata é o segundo tipo mais frequente em homens no mundo. A
obesidade ¢ capaz de promover disfun¢des metabolicas que afetam o microambiente
prostatico. O objetivo desde trabalho € elucidar a resposta da prostata frente a grande ingestao
de gordura e o papel do exercicio fisico neste ambiente. Foram usados 20 camundongos
machos Swiss adultos, divididos em dois grupos: alimentagdo normal (DN- 4% de gordura) e
hiperlipidica (DH- 40% de gordura saturada), sendo estes grupos subdivididos em sedentarios
(S) e animais exercitados (E) com natagdo (1hr/dia; 5 dias/semana). A duragido da dieta e/ou
exercicio fisico foi de 16 semanas. Foram avaliados pardmetros biométricos e metabolicos
dos animais e a prostata foi analisada através de imunoreagdes (PCNA e receptor de
estrogeno- ERP), western blotting (ERK1/2 e receptor de androgeno-AR) e atividade de
caspase-3. Encontramos que a ingestdo de gordura foi capaz de promover aumento do peso,
da gordura corporal (aumento de 3,75 vezes) e da glicemia (em média 200%), além da
diminui¢@o dos niveis de testosterona. Tais alteragdes promoveram aumento significativo da
proliferacdo celular prostatica nos individuos obesos e sedentarios, assim como a quantidade
de ERK. Além disso, a dieta promoveu uma redugdo pela metade do conteido de ERp e
aumentou os de AR. O exercicio fisico por si s6 promoveu efeito anabolico aumentando a
testosterona e estimulando e a proliferagdo celular no grupo sedentario. Entretanto, o
exercicio foi capaz de reverter todas as altera¢des causadas pela dieta hiperlipidica na prostata
dos animais. Em sintese, o somatorio de uma dieta hiperlipidica e uma vida sedentaria
promove séries de modula¢des capazes de provocar injurias a préstata e induzi-la a doengas
proliferativas, como o cancer e o exercicio fisico € uma interessante estratégia na reversao de

tais efeitos. Palavras-chave: obesidade, testosterona, prostata
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ABSTRACT
The prostate is an accessory gland part of the male reproduction system; together, the
prostate, seminal vesicle and the testicles are responsible for the semen production. The
prostate cancer is the second most frequent cancer among men worldwide. It is known that
obesity is able of promoting metabolic dysfunction that affects prostate microenvironment.
The objective of this research was to elucidate the prostate response to high-fat diet and the
role of physical exercise. We used 20 male adult Swiss mice and they were separated in 2
groups: fed with normal diet (DN — 4% fat), fed with hiperlipidic diet (DH — 40% fat), and
within this groups the animals were sedentary (-S) or exercised (E), swimming lhour per day
and 5 days per week. The duration of the diet and the exercised were 16 weeks. Biometric and
metabolic parameters of the animals were evaluated and the prostate was analyzed by
immunoreactions (PCNA and estrogen receptor-ER[), western blotting (ERK1 / 2 and
androgen receptor-AR) and caspase-3 activity. We found that the fat uptake promoted the
weight gain, higher fat-mass (up to 3,7x) and hyperglycemia (average of 200%), besides
reducing the testosterone levels. Also, DH stimulated the prostatic cellular proliferation
through higher activation of ERK signaling. In addition, the diet promoted a reduction by half
of the ER content and increased those of AR. Physical exercise per se promoted an anabolic
effect by increasing testosterone and stimulating cell proliferation in the prostate of sedentary
group. However, exercise was able to reverse all prostate changes caused by the hyperlipid
diet. In summary, the association of a hyperlipidic diet and a sedentary lifestyle promotes
insults to the prostate stimulating pathways that could trigger proliferative diseases, such as

hyperplasia and cancer and physical exercise is an interesting strategy to reverse such effects.

Key words: obesity, testosterone, prostate



viii

SUMARIO

LOINTRODUGCAOQ ... e e, 1
1.1 RevisA0 de LATEratura............ccoooiiiiiiiiio oo 1
PrOSTAta. ..o e 1
CaANCEr de PrOSTALA ........co.ioiiii e 3
Ac¢do Hormonal e a via MAPK ... 5
ObeSIAAE. ... 9
EXErcicio FISICO ...o.ooiiii i 12

T2 JUSHEICATIVA ..o 13
L3 ODBJ@UVOS ... 14
1.3.1 ObjJetivos eSPECITICOS ..o 14

20 METODOLOGIA ..o 14
2.1 Parametros metabdlicos € bioquimiCoSs ..............ocoooiiiiii e 16
2.2 Western BIOtHNG ............ooiiiii oo 17
2.3 Anadlise da apoptose pela atividade de caspase 3................ccoooiiiiiiie e 18
2.4 TMUNOCTEOQUITIICA ... e 18
2.5 ANALISE @STAtISTICA ..ottt 19
30RESULTADOS ... 20
4.0 DISCUSSAOQ. ... 27
5.0 CONCLUSAO .....ooooiieee e 33
6.0 CONSIDERACOES FINAIS ... oo e, 34

7.0 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o oo oo, 34



1. Introdugdo
1.1. Revisdo de literatura

Prostata

A prostata € uma glandula do sistema reprodutor masculino que, junto com a vesicula
seminal e o testiculo, € responsavel pela produgdo do sémen. Segundo, Marieb e Hoehn,
(2009), a prostata produz um fluido rico em enzimas, citrato e o PSA (Antigeno Prostatico
Especifico). Esse liquido corresponde a um ter¢o do total do sémen, sendo eliminado
durante a ejaculagdo, proporcionando um ambiente Otimo para sobrevida dos
espermatozoides, assim como a promog¢do da motilidade dessas células e de elementos

facilitadores da fecundagdo propriamente dita.

Anatomicamente, podemos separar a préostata humana em lobos: o lateral, anterior e
posterior. Porém, segundo Billis (2000), essa divisdo sé pode ser claramente vista durante
o periodo embrionario, dessa forma, na prostata do adulto a linha divisoria entre tais lobos
ndo ¢ visivel, ndo havendo feixes separatorios. A prostata também pode ser dividida em
grupos glandulares internos e externos. Em que fazem parte do grupo glandular interno as
glandulas mucosas e submucosas, e, do externo, as glandulas externas ou prostaticas
propriamente ditas (BILLIS, 2000). Embora os lobos ndo sejam distintos no adulto, de
acordo com McNeal, a glandula ¢ classificada em zonas: Central : que rodeiam os ductos
ejaculadores; de Transi¢do: normalmente acometida pela hiperplasia benigna da prostata e
a Periférica que corresponde a 70% da glandula e local de maior incidéncia de cancer

(MCNEAL, 1981).

Tal glandula cresce lentamente até a puberdade, quando passa a crescer rapidamente
até¢ por volta dos 30 anos, assim permanecendo até os 45 anos, podendo apresentar

crescimento extra (TORTORA; DERRICKSON, 2012). De acordo com Lee, Kozlowski e



Grayhack (1997), o desenvolvimento e manutencdo prostatico depende de uma soma de
fatores extrinsecos (hormonais, imunolégicos, alimentares e genéticos) e intrinsecos
(interagcdes moleculares entre epitélio e estroma). Os hormonios androgenos tém sido
apontados como o fator extrinseco de maior importancia, atuando na homeostase do 6rgio
maduro e também nos eventos que levam ao seu desenvolvimento embrionério e a
maturagio funcional (TABOGA; VILAMAIOR; GOES, 2009). Dentro da glandula ocorre
também a transformacdo de testosterona em diidrostestosterona, responsavel pelo
crescimento do orgdo, devido a alta afinidade com os Receptores de Androgenos (AR).
Assim, segundo estudos de Rhoden e Averbeck (2009) os hormdnios androgénicos em
geral, s3o essenciais para manutengdo das fun¢des da prostata. Varios outros hormdnios
como o0s estrogenos, os glicocorticoides, a prolactina e a insulina, também tém sido

implicados no controle da histofisiologia prostatica (CUNHA et. A/, 1987)

Diferentemente da préstata humana, a prostata dos roedores pode ser dividida em
lobos claramente distintos. Os lobos sdo revestidos por uma fina capsula de tecido
conjuntivo que separa os lobos uns dos outros (SHAPPELL ef al. 2004). Esses lobos sdo
designados de anterior (também conhecido como glandula coaguladora), ventral, dorsal e
lateral ou dorsolateral (TIMMS, 2008). O lobo prostatico ventral ¢ o mais utilizado em
pesquisas hormonais por ser mais responsivos aos tratamentos (ENGLISH; SANTEN;
DRAGO, 1985). Embora com diferencas anatdmicas (Figura 1), os 6rgdos de ambas
espécies sdo sensiveis aos androgenos e suas estruturas desempenham papéis semelhantes.
Segundo Shappell (2004), ha semelhangas na histologia e funcionamento entre a prostata
de roedores e humanos, assim, tornando viavel o uso de modelos animais para estudos de
alteracdo molecular na compreensdo do desenvolvimento do cancer de prostata e outras

patologias da glandula.



Seminal Vesicles

Figura 1: Nesta imagem ¢ mostrada as diferengas anatdmicas entre a prdostata humana (A) e a prostata
de camundongo (B). Em A, uma visdo ventral de uma proéstata fresca, mostra o tubo, que evidencia o canal
por onde se passa uretra. A bexiga urinaria ¢ situada ao topo, em “base”, e na parte inferior, no “Apex”, ¢
situado o diafragma urogenital. Em B, ¢ exposto uma proéstata de camundongo fixada em formol. O pénis se
localiza na parte inferior, logo encima pode-se ver os lobos dorsais ¢ laterais (identificados juntos em DLP),
o0 lobo ventral (VP), prostata anterior (AP) ¢ a vesicula seminal (SV). (ROY-BURMAN, 2004)

O cdncer de prostata

O cancer de prostata € o segundo tipo de cancer mais frequente em homens no mundo,
com cerca de 1,1 milhdo de novos casos diagnosticados, segundo um levantamento feito
em 2012 (TORRE et al., 2015). No Brasil, excluindo-se os tumores de pele ndo
melanoma, ele ¢ o mais incidente entre os homens em todas as regides do pais, com
maiores indices nas regides Sul e Sudeste (DAMIAO et al., 2015). Segundo o Instituto
Nacional de Cancer (INCA, 2016), o cancer de préstata € responsavel por cerca de 61,200
novos casos a cada 100.000 homens (figura 2). Sua ocorréncia ¢ maior nos paises
desenvolvidos do que nos em desenvolvimento (LIMA; HAHN, 2016). Acredita-se que

esse tipo de cancer possa estar relacionado a obesidade e diabetes tipo 2, pois estudos



epidemioldgicos mostram uma maior incidéncia de cancer de prostata em individuos
obesos. Essa associacdo ¢ fundamentada por varias razdes, dentre elas a hiperinsulinemia,
a hiperglicemia, excesso de acidos graxos, leptina e adipocinas secretadas pelo tecido
adiposo além da hiperestimulag@o de vias de proliferacdo e sobrevivéncia celular (SUBA

et al., 2007).
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Figura 2. Incidéncia de casos de cancer no ano de 2016 no Brasil, com excegdo do melanoma (Fonte:
INCA, 2016).

Os efeitos da hiperinsulimia podem ser mediados diretamente pela presenga de
receptores de insulina nas células (pré) neoplasicas, estimulando o crescimento ou
mediando sua génese por mecanismos comuns que ocasionam a resisténcia a insulina
(CARVALHEIRA; SAAD, 2006). Como ja se sabe, esse hormdnio ¢ um importante
estimulador do metabolismo e da proliferacdo celular, favorecendo também o crescimento
de linhagens celulares de cancer de prostata e sendo, também, utilizado em muitos meios
de cultura para estimular a proliferagdo celular (ANTONIOLIL, 2003). Além disso, os
niveis de insulina tém sido considerados um marcador do prognostico e agressividade de
tumores (HAMMARSTEN; HOGSTEDT, 2005). Dentre as vias de sinalizagdo
desencadeadas pela insulina destaca-se a via AKT/Mtor bem conhecida por estimular,

além da captagdo de glicose pelas células, a proliferacdo celular e também MAPK/ERK



responsavel também por desencadear crescimento e divisdo celular, (CHO et al., 2001).

Muitos estudos mostram a superexpressdo dessa via em diversos tipos de canceres.

Ag¢dio Hormonal na prostata e a via MAPK/ERK

Os androgenos (testosterona e di-hidrotestosterona, DHT) sdo os hormoénios sexuais
masculinos que promovem o desenvolvimento do aparelho reprodutivo do homem e suas
caracteristicas sexuais secundarias. E sabido que a prostata, como um 6rgdo do sistema
reprodutor masculino, ¢ androgeno-dependente. Assim presume-se que alteragdes
malignas da préstata se desenvolvem sob estimulagdo androgénica anormal
(SCHALKEN, 2005). Essa presun¢@o ganha mais for¢a com observagdes de eunucos que
nunca desenvolvem cancer de prostata (WILSON, MCPHAUL, 1994) e de homens que
usam agentes anabdlicos terem uma maior incidéncia de cancer de prostata (ROBERTS;

ESSENHIGH, 1986).

Hé4 uma série de fatores e enzimas que determinam a ativagdo e inativagdo da
testosterona. Estes, podem se relacionar com a fungdo a ser desempenhada por tal
hormdnio. Porém, os andrégenos exercem seus efeitos na prostata através da ligacdo em
receptores especificos, os AR (CORREA et al., 2005), que pertencem ao grupo de
receptores nucleares de hormonios esteroides, junto com os receptores de estrogeno (ER),

receptores de glicocorticoide (GR), receptores de progesterona (PR) e outros.

Segundo Schalken (2005), na prostata, as células epiteliais secretorias sdo androgeno-
dependentes para a secre¢do glandular e manutengdo da viabilidade celular. Assim, o AR
detém o maior papel no desenvolvimento e funcionamento da préstata, pois quando
ativados medeiam todas as principais respostas glandulares ao horménio (ZEIGLER-

JOHNSON et al., 2011).



Como em qualquer 6rgdo, o crescimento da glindula prostatica depende de um
balango de células em proliferagdo ¢ em apoptose. E. na prostata, tal balango ¢
mediado por andrdgenos. A testosterona promove dirctamente a diferenciagio das
células epiteliais da glandula e indiretamente influencia na proliferagdo transiente
mediados por fatores de crescimento contido no estroma. (SCHALKEN, 2005)

O gene AR estd localizado no cromossomo X e ¢ expresso em uma grande gama de
tecidos, apresentando ac¢des biologicas nos ossos, musculo, préstata, tecido adiposo e
sistemas cardiovascular, imune, neural e hematopoiético. (TAN er al., 2014). O receptor ¢
um fator transcricional ligante-dependente e controla a expressdo de alguns genes
especificos que sinalizam para a manuten¢do do estado diferenciado da glandula, bem
como estimulam a secre¢do prostatica (Figura 2). Na auséncia de ligante, o AR ¢
citoplasmatico e associado com proteinas de choque térmico e quando ha a ligagdo com
seu agonista ocorre uma mudanga conformacional que promove a transloca¢do do
complexo ao nucleo onde, através da interacdo com os AREs (elementos responsivos aos
andrégenos), modulam a transcrigdo génica. Além disso, o complexo androgeno/AR pode
funcionalizar vias sem a ligagdo necessaria com o DNA, ativando vias secundéria de
mensagens como ERK, AKT e outras MAPK, efeito este que ocorre em segundos apos o

tratamento com androgeno (DAVEY; GROSSMANN, 2016).

Segundo Taboga, Vilamaior e Goes (2009), a testosterona promove estimulos de
crescimento diretos na prostata, regulando o ciclo celular, ao se ligar com seu receptor,
ativando a via AKT. Segundo, Zugasti et al. (2001), a AKT e sua via downstream ¢ de
extrema importancia, pois € responsavel direto da sobrevivéncia celular. A via AKT pode
tanto reprimir quanto ativar a MAPK/ERK e seus efeitos na célula. Quando a via ¢
plenamente ativada, ¢ estimulado fatores de transcricdo importantes para entrada do ciclo

celular. Sendo assim, essas proteinas sdo como um interruptor ligado/desligado para



proliferagdo, alguma mutagdo ocorrida nessas pode levar ao estancamento no “ligado” ou

“desligado”, causando sérios transtornos celulares.

Cytoplasm

Nucleus

Figura 3: meios de ativacdo do AR com a presenga ou auséncia de testosterona. (TINDALL; LONERGAN,
2011)

O estroma prostatico também apresenta células que expressam AR. No entanto, a
ligacdo do androgeno a esses receptores, em vez de estimular a secre¢do como ocorre nas
células epiteliais, ativam a transcrigdo de fatores de crescimento soluveis. Tais fatores sdo
responsaveis pela estimulagdo paracrina, assim como sua inibi¢do, do crescimento
epitelial. (SCHALKEN, 2005). O epitélio estimulado, por sua vez também produz fatores
que atuam no estroma estimulando o estado diferenciado das células como fibroblastos e
musculares lisas. Tal fendmeno ¢ conhecido como interagdo epitélio- estroma e ¢
fundamental para manutengdo adulta da glandula e seu desequilibrio pode causar

transtornos estruturais e funcionais para a prostata. (CUNHA, ef al. 2003) Dessa forma, os



AR sdo os principais estimuladores da préstata e modulam papeis positivos ou negativos
frente as situagdes que envolvam desequilibrios hormonais, como a diabetes e obesidade

por exemplo.

Os efeitos dos estrogenos na prostata foram, por muito tempo, pouco estudados ou
subestimados. Entretanto, a prostata apresenta receptores de estrogenos (ER) bastante
atuantes na glandula. De acordo com Scarano ef al. (2005), o estrogeno esta associado ao
crescimento prostatico, a hiperplasia benigna e até mesmo neoplasias, isso porque a
quantidade de testosterona tende a diminuir com a idade, mas os niveis de estrogeno se

mantem.

Existem dois tipos de ER, designados de a e B. O ERP ¢ homologo ao ERa, entre as
duas estruturas, o dominio ligante do DNA tem 96% de conservagdo, diferentemente do
dominio ligante em que apenas 58% € conservado (KUIPER ef al., 1996). Ambas as
formas sdo encontradas na prostata (OMOTO; IWASE, 2015). O o, ¢ o menos abundante,
sendo encontrado primordialmente no estroma, tendo papeis fundamentais no
desenvolvimento prostatico (PRINS ef al., 2001) e dos ductos epiteliais, neste ultimo o
receptor aparece apenas quando ha a necessidade de ramificacdo (OMOTO, 2008). O ERf
¢ o mais comum, sendo encontrado nas células epiteliais prostaticas (OMOTO; IWASE,
2015). Ambos receptores sdo associados ao cancer de prostata. Segundo Corey ef al.
(2002), a expressdo de ERP em células de prostata cancerigenas mostrou carater
antiproliferativo, anti-invasivo e pro-apoptotico, inibindo a estabilizagdo e o crescimento
tumoral. Evidéncias mostram que as versdes o e 3 tem efeitos contrarios, logo o ERa tem

carater oncogénico, promovendo proliferacdo e sobrevivéncia celular (DEY et al., 2003).



Obesidade

A obesidade ¢ uma doenca considerada cronica que envolve o acimulo excessivo de
gordura corporal, causando uma série de efeitos colaterais prejudiciais a saide. Segundo
Almeida et al. (2017) a obesidade pode ser considerada a mais importante desordem
nutricional no mundo, tendo em vista o aumento de sua incidéncia: acredita-se que 10%
da populag¢do mundial seja obesa (Organizacdo Mundial da Saude, 2016). Além disso, a
obesidade apresenta-se fortemente associada a mortalidade, uma vez que dados mundiais
mostram que pelo menos 2,8 milhdes de adultos morrem por eventos relacionados ao
sobrepeso e/ou a obesidade (MARTINS, 2017). Esta desordem ¢ muito comum e vem
crescendo em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. No Brasil, segundo pesquisa
do levantamento oficial do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2016) divulgado
pela Associagdo Brasileira para o Estudo da Obesidade e Sindrome Metabolica, quase
60% da populagio tem excesso de peso, dos quais 18,9% sdo considerados obesos

(MINISTERIO DA SAUDE-BRASIL, 2016)

O Indice de Massa Corporal (IMC) ¢ um dos principais indicadores da obesidade. O
IMC correlaciona-se bem com indicadores antropométricos de gordura ndo visceral (prega
cutanea subescapular e prega cutanea triciptal e de gordura abdominal ou visceral -
circunferéncia da cintura), além de ter relagdo direta com a massa de gordura corporal
total (NAVARRO; NARCHINI, 2000). O indice ¢ calculado através da razdo do peso
atual (kg) e o quadrado da estatura (m?) (SAMPAIO; FIGUEREDO 2005). Segundo o

Ministério da Saude, o individuo € obeso quando o IMC ultrapassa 30.

Segundo, Carlucci et al. (2013) o desenvolvimento da obesidade esta correlacionado
com distarbio alimentar e falta de exercicio fisico ou sedentarismo. A gordura

desempenha varias fungdes essenciais no organismo, a principal delas é atuar como fonte
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de energia. Os acidos graxos da gordura sdo armazenados como triacilglicerois na forma
de reserva energética de longo prazo organismo (BERG; TYMOCZKO,; STRYER, 2014).
Quando a energia ¢ ingerida em maior quantidade do que o seu gasto, o saldo positivo ¢
acumulado na forma de tecido adiposo. Assim, o excesso de ingestdo de lipideos somado

a falta de atividade fisica contribui para o estabelecimento e progressao da obesidade.

Acredita-se que a doenga ¢ uma epidemia mundial (ALMEIDA, ef al., 2017). A
mudanga da dieta humana, com a chegada de alimentos processados e fastfood
alavancaram a incidéncia de obesidade pelo mundo. Nos estados unidos a ingestdo diaria
de gordura foi estimada em 33,1% em 1994 (FRENCH, HARNACK, JEFFERY 200) O
aumento de sua incidéncia estd distribuido em quase todas as ragas e sexos, e atinge
principalmente a populagdo entre 25 a 44 anos (BLUMENKRANTZ, 1987 apud

FRANCISCHI ef al., 2000).

O excesso de gordura no corpo humano causa outras patologias como: hipertensdo
arterial, diabetes tipo 2, intolerdncia a glicose e resisténcia a insulina (PEREIRA,;
FRANCISCHI; LANCHA JUNIOR, 2003). Esta ultima pode ser descrita pela reduzida
sensibilidade de receptores a insulina nos tecidos, com consequente aumento do nivel de
glicose no organismo. A hiperglicemia recorrente aumenta a secre¢do de insulina pelo
pancreas, causando um estado ciclico de hiperinsulinemia e hiperglicemia em decorréncia
da insensibilidade a insulina. Com o passar do tempo, uma faléncia do pancreas pode
culminar com o desenvolvimento de diabetes tipo 2 (FRANCISCHI et al.,, 2000). O
excesso de tecido adiposo e a falta de exercicio fisico sdo cruciais para a diminui¢do da
sensibilidade a insulina nos tecidos periféricos sendo, por isso, essa desordem muito

comum entre obesos.
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Além do prejuizo no metabolismo glicémico, a obesidade acarreta em distiurbios em
multiplos sistemas, sendo os mais conhecidos o cardiovascular, renal e inflamagdes
sistémicas (SALVE, 2006). Entretanto, a obesidade também promove alteragdes
hormonais importantes, afetando o eixo ganadotréfico e os 6rgdos dependentes desses
hormdnios. Sabe-se que a hiperinsulinemia promove inibi¢do da sintese de proteinas
especificas transportadoras de testosterona, as SHBG (globulinas ligadoras de hormonios
esteroidais), reduzindo o transporte de testosterona (T) no sangue, porém aumentando a T
livie (CARVALHEIRA; SAAD, 2006). Assim, seria esperado que homens diabéticos e
obesos apresentassem altos niveis de testosterona livre, porém o que ocorre € justamente o
contrario. O nivel de testosterona no organismo ¢ baixo, e isso decorre de prejuizos no
eixo hipotalamo-hipofise gonadal causados pela obesidade, reduzindo a sintese de T pelos
testiculos. Além disso, os individuos obesos apresentam alta expressdo de aromatase no
tecido adiposo abundante e tal enzima ¢ responsavel pela conversdo da T livre em
estrogeno (DUNGER et al, 2005). Assim, fica claro que a obesidade apresenta impacto no
equilibrio dos hormonios sexuais, podendo ter efeito prejudiciais nas glandulas

dependentes desses hormodnios, como a prostata.

Além da sindrome metabolica, segundo Miyazaki, Bub e Iwamoto (2008) muitos
estudos comprovam que a obesidade esta claramente ligada com o aumento da
mortalidade ou progressdo do cancer de prostata ao estado agressivo. Os grandes numeros
de adipdcitos presentes no tecido adiposo produzem meio rico em citocinas, fatores de
crescimentos e hormodnios que condicionam a progressdo ao cancer de prostata
independente de androgeno, sendo esse muito agressivo e aumentando consideravelmente
o risco de mortalidade. Além disso, como ja mencionado, outras alteragdes da obesidade
se interrelacionam com o cancer, como o excesso de glicose e insulina, que sdo agentes

mitogénicos e anabolicos que promovem sinaliza¢des para sobrevivéncia e proliferacdo
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celular como ativagdo de AKT, MAPK, cuja expressdo ¢ sabidamente aumentada na

prostata de individuos obesos (ZADRA et al., 2013).

Exercicio Fisico

O exercicio fisico ¢ a principal recomendagdo para o tratamento da obesidade somado
a uma reeducagdo alimentar. Além de prazeroso, a movimentagdo didria promove
melhorias no sistema cardiovascular, diminui¢do do estresse, fortalecimento dos 0ssos,
aumenta a concentragdo e a manutengdo do sono. A pratica de exercicio fisico como
tratamento auxiliar para doengas cardiovasculares e canceres em geral tem sido muito
recomendado na comunidade médica. O exercicio contribui para a amenizagdo dos efeitos
colaterais do cancer de prostata, através da melhora da for¢a muscular, aumento do fitness
cardiorrespiratédrio, com consequente diminui¢do do peso e da fadiga (KENFIELD et al.,
2011). Segundo Hayes ef al. (2016), homens que foram diagnosticados com cancer de
préstata metastatico que se exercitaram com exercicios vigorosos por mais de 3 horas por
semana sobreviveram até 4 anos apds o diagnodstico, além de haver reducdo da
mortalidade especifica pelo cancer. Exercicios leves como a caminhada também mostrou-
se capaz de diminuir a mortalidade e a progressdo do cancer de prostata. Assim, o

exercicio fisico € um importante objeto de estudo a ser relacionado com lesdes na prostata.

Embora a pratica de exercicio fisico seja sabidamente benéfica para o organismo,
dados da literatura ndo trazem informagdes a respeito do seu impacto na morfofisiologia
da prostata, nem tampouco se essa atividade € capaz de reverter os prejuizos metabolicos e

morfologicos causados pela obesidade na glandula.



13

1.2. Justificativa

Diante do exposto, fica evidente que a obesidade provoca inumeras altera¢des
metabolicas, destacando-se o aumento da concentragdo de glicose, lipideos e insulina no
corpo. Essa combinacdo desencadeia uma série alteragdes hormonais, teciduais e
moleculares que podem favorecer o surgimento de patologias, disfungdes ou até estimular
o cancer na prostata. A obesidade ¢ uma doenga cada vez mais incidente nos dias atuais e
o conhecimento sobre o impacto dessa desordem no sistema reprodutor masculino ainda ¢
incipiente. A busca por informagdes a esse respeito pode levar ao desenvolvimento de
estratégias que ajudem a prevenir maiores complicagdes da obesidade, incluindo o cancer.
Nosso grupo de pesquisa demonstrou os efeitos negativos da obesidade causada por dieta
hiperlipidica (20% de gordura saturada) em ratos em curto e longo prazo (RIBEIRO ef al.,
2009, 2015). Entretanto, ndo existem relatos na literatura sobre os efeitos de uma dieta
ainda mais hiperlipidica (40% de gordura saturada) sobre a morfologia da prostata ou
expressdo dos receptores de hormdnios androgenos e sua relagdo com patologias
proliferativas. Assim, buscamos elucidar se a doenga promove lesdes benignas e malignas

no 6rgdo, bem como se o exercicio fisico teria papel regulatdrio nesse ambiente.
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1.3. Objetivos

Avaliar o efeito de uma dieta excessivamente hiperlipidica no desenvolvimento da
obesidade e seu impacto na prostata de camundongos. Além disso, busca-se elucidar se o
exercicio fisico é capaz de proteger a glandula de possiveis efeitos negativos da

obesidade.

1.3.1. Objetivos Especificos

¢ FElucidar a relagdo entre modifica¢des teciduais com nivel de androgenos e a expressao

de seus receptores que possam estimular a proliferagdo celular na prostata.

e Estudar a via de sinaliza¢do de sobrevivéncia celular ERK e entender se a obesidade

estimula essa via de modo a favorecer o surgimento de lesdes na prostata.

2. Metodologia

Foram utilizados 20 camundongos Swiss machos adultos (12 semanas de idade),
fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas. Esses
animais foram mantidos no depositario de animais do ARFIS/ICBIM, em caixas de
polietileno, com substrato de maravalha, em condi¢des controladas de luminosidade e
temperatura média de 23°C, alimentados com ragdo “ad libitum” e agua filtrada, segundo

das normas.

Os animais foram divididos em 2 grupos de 10 animais: Dieta normal, 4 % de
gorduras saturadas (DN)- tratado com rac¢do convencional, e DH- tratado com ragdo
hiperlipidica contendo 40% de gorduras saturadas. A ragdo hiperlipidica foi padronizada e
preparada semanalmente para administra¢do aos animais. Em cada grupo, apos 7 semanas

de dieta, 5 animais foram dispostos a atividade fisica e os 5 remanescentes permaneceram
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sedentarios, formando assim 4 grupos: DNS- dieta normal e sedentario, DNE- dieta
normal e exercitado, DHS- dieta hiperlipidica e sedentario, DHE- dieta hiperlipidica e

exercitado.

A atividade fisica usada no protocolo de treinamento dos animais foi a nata¢do. Para
tanto, foi utilizado um aquario com altura de 280 mm, comprimento 900 mm e largura
300 mm, dividido em 12 compartimentos de dimensdes 150 x150 mm, a fim de alojar
cada camundongo individualmente (adaptado de EVANGELISTA er al., 2003). As
sessdes de treinamento foram realizadas durante o ciclo escuro, compreendido entre 7hr e
19hr, mantendo regularidade de horario em todo o periodo do experimento, com
temperatura da agua variando na faixa de 32+3°C (EVANGELISTA ef al., 2003;
ANDREAZZI et al., 2009). O exercicio teve duragdo de 1 hr/dia e 5 dias/semana, durante
8 semanas, sendo a primeira semana de natagcdo livre por 10 min com a finalidade de
familiarizagdo dos animais com o novo ambiente. No periodo de treinamento, os animais
foram submetidos ao teste de carga progressiva (incremental) semanalmente para a
adequagdo de carga. O teste consistiu em um acrécimo crescente de carga de trabalho
correspondente a 2% do peso corporal adicionados a cada 3 min até a exaustdo do animal
(ALMEIDA et al., 2009). A intensidade do exercicio de treinamento foi fixada em 80%

do peso méaximo obtido no teste progressivo.

Ap6s o periodo de 16 semanas de dieta e treinamento ou sedentarismo, os animais
de todos os grupos foram eutanasiados através de alta dose de ketamina/xilasina

(200mg/kg e 40 mg/kg respectivamente).

Os camundongos foram tratados segundo as normas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e esse delineamento experimental foi

aprovado pela Comissdo de Etica na Experimenta¢do Animal CEUA/UFU (035/14).
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Tabela 1: macronutrientes na dicta normal (DN) e dieta hiperlipidica (DH)

MACRONUTRIENTE DN(KCAL%) DH(KCAL%)
PROTEINAS 20 20
CARBOIDRATOS 70 35
GORDURA 10 45
TOTAL KCAL/G 3.85 473

2.1 Parametros metabdlicos e bioquimicos

e Peso corporeo

O ganho de peso dos animais foi acompanhado ao longo de todo experimento.

e Peso dos depositos de gordura

As gorduras epididimal e retroperitoneal foram isoladas e pesadas em todos os grupos,

apos o sacrificio para a auxiliar na caracterizagdo da obesidade.

e (Glicemia:

A glicemia de todos os grupos foi dosada semanalmente, no mesmo horario, pelo
sistema de fitas (monitor digital) “Accu - Chek Active” (Roche Diagnostics) a partir de gotas

de sangue retiradas na regido das patas.

e Dosagens hormonais

Apods a confirmagdo da eutanasia, amostras de sangue foram coletadas através da
decapitacdo, e entdo centrifugadas e o plasma estocado a -20°C para posterior analise. Os
niveis plasmaticos de testosterona foram quantificados por método quimioluminescéncia. A

quantificagdo foi realizada por ensaio de ELISA sistema sanduiche (anticorpo-antigeno-
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anticorpo) atraveés de kit comercial (Enzo life Sciences International, PA, USA) e leitura em
leitor Epoch Multi-Volume System (Biotek Instruments, VT, USA). 5 animais por grupo
foram usados nessa analise e as amostras foram lidas em triplicata. A sensibilidade minima do

teste € de 5.67 pg/ml.

2.2 Western Blotting

O conteudo de receptor androgénico- AR, bem como da proteina ERK 1/2 (normal e
fosforilada) foi estimado por western blotting. Para isso, a prostata ventral dos dois grupos
experimentais foi homogeneizada em tampao Cell Lysis contendo inibidores de proteases
(Coquetel Sigma), reagindo por 30 min a 4°C. O homogeneizado foi centrifugado a 18000xg
por 20 min a 4°C e o sobrenadante foi coletado para quantificagdo do conteido de proteinas
pelo Método de Bradford. Posteriormente, aliquotas de 100 ug de proteina foram tratadas com
solugdo para corrida de gel (Laemli sample buffer) contendo B-mercaptoetanol 5% a 95°C por
10 minutos. Em seguida, as proteinas foram separadas em SDS-PAGE e apoés a eletroforese,
transferidas para membrana de nitrocelulose. A ligacdo inespecifica de proteinas foi
bloqueada através da incubag¢do das membranas em BSA- albumina bovina sérica 5% em
tampao Tris contendo 0,2% de Tween 20 (TBST) por 60 minutos em temperatura ambiente.
As membranas foram subsequentemente incubadas overnight com os anticorpos primarios:
rabbit anti-AR de humano (Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-ERK1/2 e rabbit anti-
phospho ERK 1/2 de humano (Cell Signaling), rabbit anti-beta actina de humano (Santa Cruz
Biotechnology) diluidos 1:500 (AR e beta-actina) ou 1:1000 (ERK1/2) em BSA 3%. Apds
lavagem, as membranas foram incubadas em anticorpo secundario anti-rabbit conjugado a
peroxidase, diluido 1:10000 em TBST por 1 hora. Os componentes imunorreativos foram
revelados pelo kit de detec¢do quimioluminescente ECL (Pierce Company) e a reagdo

luminosa das bandas foi detectada em fotodocumentador Amersham Imager 600. A
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quantidade de cada proteina estudada foi determinada através da densitometria das bandas
com auxilio do Image J (version 1.34; Wayne Rasband, Research Services Branch, National
Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Os valores foram de densitometria das bandas de
ERK 1/2 fosforilada foram normalizados em relag@o a versdo total (ndo fosforilada) da mesma

proteina, e, no caso do AR a normalizacgdo foi feita em relagdo a beta-actina.

2.3. Andlise de morte celular por caspase 3

A atividade proteolitica das caspases 3 foi mensurada por ensaio de fluorescéncia,
através do kit EnzChek Caspase-3 Assay (Molecular Probes), de acordo com as
especificagdes do fabricante. O principio da técnica reside na propriedade que as caspases-3
exibem em clivar o sitio C-terminal do residuo de aspartato da sequéncia DEVD (Asp-Glu-
Val-Asp). Dessa forma, o kit fornece o substrato da atividade de caspase 3 ligado a
fluoresceina 7-amino-4-metilcumarina AMC (Z-DEVD-AMC) que em contato com as
amostras contendo as enzimas, e ao ser clivado, exibe fluorescéncia azul que ¢ lida em leitora
de microplacas no comprimento de onda de 324/441 nm (excitagdo/ emissdo). O experimento
foi realizado com amostras da préstata homogeneizadas (como descrito acima), em duplicata,
sendo utilizados 3 animais de cada grupo experimental. Os dados foram representados
graficamente através de valores de unidades de fluorescéncia relativa (RFU) onde o grau de
fluorescéncia ¢ diretamente proporcional a atividade de caspase-3 e consequentemente

apoptose.

2.4, Imunocitoquimica
Ensaios imunocitoquimicos foram realizados nas prostatas dos camundongos para
detectar a presenca e distribuicdo de receptores de estrogeno beta (ERP) e células

proliferativas (PCNA). Para isso, os cortes foram imersos em tampao citrato pH 6,0 e
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aquecidos a 98°C por 15 minutos para a recuperagdo antigénica. O bloqueio da atividade de
peroxidase enddgena foi efetuado tratando-se os cortes com H,O; 3% em metanol por 20
minutos. Posteriormente, o bloqueio de interagdes proteicas inespecificas foi realizado através
de albumina bovina 4% em PBS por 1 hora. Assim, encubaram-se os cortes nos anticorpos
primarios por 60 minutos (PCNA) em temperatura ambiente ou “overnight” a 4°C (ERB) em
diluicdo 1:100 em BSA1%. Apds serem lavados em PBS os cortes passaram pela incubagio
com sistema de detec¢do Polimero Star Trekk (Biocare Medical, Concord USA) por 2 reac¢des
de 1 hora em temperatura ambiente. A revelagdo foi feita com diaminobenzidina- DAB, com
tempo padronizado para cada anticorpo estudado e a contra-coloragdo com hematoxilina de
Harris. No caso de ERP, a revelacdo foi feita com uso de anticorpo secundario anti-rabbit
(1:500) conjugado com Alexa Fluor 555 (Jackson Laboratories) seguido de contracoloragio

para nucleos com TO-PRO3 (Thermo Scientific) diluido 1:1000 em glicerol.

As células proliferativas e as que expressavam ER[ foram quantificadas de acordo
com a contagem de nucleos positivos para cada marcagdo. Para isso, foram utilizados 3-4
animais de cada grupo e capturados 15 campos visuais de cada corte histologico de préstata,
em aumento de 400X, sendo contadas no minimo 2000 células. O indice representa o valor de
células positivas dividido pelo nimero total de células contadas em todos os campos, expresso

em porcentagem.

2.5. Analise estatistica

Todos os valores numéricos do trabalho foram avaliados estatisticamente de normalidade
de Kolgmorov-Smirnov seguido de teste t-Student para avaliagdo da significancia na
comparac¢do das medianas (considerando-se p>0,05) e Mann Whitney para o ensaio de morte
celular, como indicado pela distribui¢do amostral desse parametro.

3. Resultados



20

A tabela 2 apresentada abaixo mostra as medidas dos pardmetros metabolicos e
bioquimicos. Comparando, houve diferenca significativa no peso corporal dos camundongos
sedentarios com dieta hiperlipidica (DHS), em relagdo aos camundongos com dieta normal e,
também, sedentarios (DNS). Dessa forma, comprovamos que o aumento da ingestdo de
lipidios promove aumento consequente do peso corpdreo, devido a alta ingestdo de gorduras e
a falta de atividades fisicas que auxiliem no gasto da energia ganha, causando um saldo
energético positivo e sua consequente estocagem. O saldo positivo energético, € estocado no
tecido adiposo em forma de gordura, assim, nos mesmos grupos, em relacdo ao nivel de

gordura, houve também aumento significativo, de quase 100%.

Ainda de acordo com a tabela 2, mesmo com a presenga de exercicios fisicos, houve
aumento significativo entre o peso corpéreo dos ratos alimentados com dieta normal (DNE) e
os camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (DHE). O peso corpéreo do grupo DHE
foi em média 28% maior que o do grupo DNE. A taxa de gordura entre os mesmos grupos
também teve significante diferenca, sendo 3,75 vezes maior no DHE do que no grupo DNE.
Isso implica que a presenga de exercicio por si s6 ndo ¢ suficiente para reduzir o saldo
energético, sendo também necessario a diminui¢do da ingestdo de lipideos e uma dieta

balanceada.

A maior taxa glicémica registrada foi do grupo DHE, um aumento significativo de
214% em relacdo ao grupo DNE. Houve aumento também significante entre os grupos DNS
e o DHS, de 185,91%. Dessa forma, notamos que a ingestdo excessiva de lipideos na
alimentacdo dos ratos causou hiperglicemia, e pode, a longo prazo, ocasionar um quadro de

Diabetes.



21

Tabela 2: Andlise de pardmetros biométricos ¢ glicemia de animais tratados com dieta normal (DN) ou

hiperlipidica (DH) sedentarios ou submetidos ao exercicio fisico.

DNS DNE DHS DHE
Peso corporal | 38,4+0,5 356+04 48,0+ 1,2% 45,8 + 0,8%*
®)
Pesoda| 0,41+0,08 0,47+ 1,10 0,25+ 0,01 0,20 + 0,01
prostata (mg)
Gordura (mg) | 2,8+ 0,35 1,5+0,10 5,5+ 0,50* 5,6+ 0,46%*

Glicemia | 128,8 £23,0 159,75+222  276,50+£274%* 297,00 + 22 9**
(mg/dl)

(*) diferenca significativo (p <0,05) DNS vs. DHS. (**) DNE vs. DHE

Pode ser notado que o peso das prostatas de ambos grupos tratados com dieta
hiperlipidica (DHE e DHS) foi consideravelmente reduzido. (Tabela 1) Embora o resultado
ndo seja significante estatisticamente, a diminui¢do do peso prostatico devido a alta ingestao
de gordura ndo pode deixar de ser destacada. Talvez, se a dieta fosse administradaem maior

prazo, o peso de prostata poderia ser ainda menor e a diferenga estatistica notada.

O exercicio fisico, quando realizado em conjunto com a dieta hiperlipidica, ndo foi

capaz de reverter completamente os efeitos dela no peso da glandula (Tabela 1).
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Figura 1: Representacfio grafica dos niveis de testosterona dos grupos tratados com dieta convencional (DN) ou
hiperlipidica (DH), que passaram (E) ou néo (S) por atividade fisica. *diferenca significativa (p<0,05).

A figura 1 demonstra o nivel de testosterona médio de cada grupo. Notamos que os
grupos que passaram por exercicio fisico tiveram maior dosagem de testosterona que os
grupos de mesma dieta, porém sedentarios. Houve diferenga significativa (p<0,05) entre o
grupo DNS e DNE, este ultimo registrou o maior indice de testosterona. Em rela¢do ao grupo
dos sedentéarios, a dieta hiperlipidica mostrou-se um agente capaz de diminuir o nivel de
testosterona.

A dieta hiperlipidica aumentou significativamente os niveis de proliferagdo celular
mensurados a partir da quantificagdo de células positivas para o marcador PCNA comparados
a dieta normal (Figura 2). O mesmo se observa para exercicio fisico, visto que os animais
DNE também apresentam elevados niveis de proliferacdo celular. Entretanto ha uma redugao

significativa no grupo tratado com dieta hiperlipidica juntamente com a pratica de exercicio.
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Figura 2. Frequéncia relativa de células proliferativas (Marcadas com PCNA) na prostata de camundongos

tratados com dieta convencional (DN) ou hiperlipidica (DH), que passaram (E) ou ndo (S) por atividade fisica.
*diferenga significativa (p<0,05).
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A imunofluorescéncia, representada na Figura 3, mostrou que apos a dieta hiperlipidica a
expressdo dos receptores de estrogenos diminuiu no grupo sedentario. O grupo de dieta
normal sedentério, controle, foi o que mais teve presenga de receptores de estrogenos. O
exercicio fisico influenciou positivamente no aumento da expressdo de ER no grupo tratado
com dieta hiperlipidica. Como mostrado no grafico 3, a quantidade de ER do grupo DHE foi

expressivamente maior que o grupo DHS.

exercitado sedentdrio _ exercitado sedentario

d

DHS

DHE

de ligacao (%) no nicleo de

Frequéncia
N

»4 |'|
S 3
1
0
DNE

B) DNS

Figura 3: A- Imunofluorescéncia de ER[} na prostata de camundongos tratados com dieta normal (DN) ou
hiperlipidica (DG) sedentarios ou exercitados. Esquerda: imagens com marcacdo de ER (vermelho) € nucleos
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(verde). Direita: Mesmas imagens mostrando somente a marcagdo de ER (vermelho). B: Frequéncia relativa (%)
de células positivas para receptor de estrdgeno beta, *diferenca significativa (p<0,05).

Considerando os niveis reduzidos de testosterona causados pela dieta hiperlipidica e o
seu aumento apos o exercicio fisico, avaliamos o conteudo de receptores androgénico na
prostata desses animais. A andlise de western blotting revelou bandas de 110kDa
correspondente aos AR cuja densitometria foi quantificada e normalizada, como mostra a
figura 4. Os animais alimentados com dieta hiperlipidica e sedentarios tiveram os menores
indices de AR . Por outro lado, o exercicio fisico nesses mesmos animais (DHE) causou a
maior expressdo de AR de todos os grupos, sendo 2,9x maior que DHS. Entre os grupos DNS
e DNE ndo houve grande diferenca, embora nota-se uma tendéncia do exercicio fisico
aumentar a quantidade de AR, esse incremento em decorréncia do exercicio foi mais notavel

apenas no grupo DH, como ilustrado na figura 4.
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Figura 4: Western blotting (esquerda) e Densitometria das bandas (direita) na prostata de camundongo dos
grupos tratados com dieta normal (DN) ou hipetlipidica (DH), sedentarios (-S) ou exercitados (-E). A) Receptor
de androgeno (AR) ¢ B-actina. B) ERK1/2 fosforilada (pERK) ¢ contetdo total de ERK1/2 (ERK).
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Ainda na figura 4 ¢ mostrado a quantificacdo da proteina ERK 1/2. O Western
Blotting mostrou que entre o grupo de dieta normal, o exercicio fisico expde-se como um
agente promotor da via ERK na préstata dos camundongos, que esta cerca de 2.5 vezes mais
ativa no grupo DNE que DNS. A dieta hiperlipidica e ganho de peso corporal também
apresentou efeito promotor na fosforilagdo de ERK. Entretanto, quando o exercicio fisico €

associado a dieta hiperlipidica nota-se uma redug@o na ativacdo da via ERK1/2.
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Figura 5. quantificagdo da atividade de caspase-3 entre os grupos de dieta normal (DN) ¢ hiperlipidica (DH),
sedentarios (-s) ou com pratica de exercicios fisicos (-E). *diterenga signiticativa (p<0,05).
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O ensaio de morte celular, ilustrado na figura 5, mostrou que hd maior presenga de
capases no grupo obeso sedentario, porém, o exercicio fisico foi capaz de promover uma
diminui¢do da quantidade de caspases, que nd3o foi estatisticamente significativo. Entre os
grupo sedentarios, o conteido de caspases foi significativamente maior no grupo exercitado
que no grupo sedentario, mostrando que a pratica de exercicios fisicos tendeu a aumentar

bastante a morte celular na prostata.

4. Discussao

Nao ¢ segredo que uma dieta desequilibrada, com ingestdo exacerbada de gordura
provoca um aumento de peso corporal, sendo ela a principal causa da obesidade na atualidade.
Nossos resultados ilustram tal efeito e isso € corroborado pelo aumento da quantidade de
depositos gordura nos animais, que foi explicitamente maior nos grupos tratados com DH.

Esse ambiente formado por altas quantidades de gordura, promove também série de
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transtornos metabolicos nesses animais, desregulando seu funcionamento natural. Dentre tais
disfungdes, o excesso de tecido adiposo provoca aumento da sensibilidade a insulina, levando
ao aumento da glicose livre no sangue, gerando um quadro (pré) diabético (DESPRES;
LEMIEUX, 2006). Assim, notamos que glicemia em tais animais DH foi significativamente
maior, devido a tais disturbios. O exercicio fisico sozinho ndo foi capaz de reverter tal quadro
de peso corporal em excesso, 0 que sugere que para uma perda de peso € necessaria uma

reeducacdo alimentar atrelada a esportes e exercicios.

Embora o resultado ndo tenha sido estatisticamente significativo, houve uma clara
reducdo no peso da prostata dos ratos devido a dieta rica em lipideos. Isso pode ser
relacionado também com a diminui¢do dos niveis de testosterona nos mesmos grupos. Com a
maior quantidade de tecido adiposo ha maiores taxas de aromatizacdo da testosterona em
estrogenos, por meio da enzima aromatase, esta enzima ¢ produzida proporcionalmente ao
tamanho do/pelo tecido adiposo (COHEN, 1999). Além disso, como também mostrado por
Birkeland et al. (1993), a hiperglicemia diminui a producdo de globulinas transportadoras de
testosterona (SHBG), diminuindo seu transporte no organismo dos animais. Logo, podemos
relacionar que a dieta hiperlipidica causou a diminui¢do da testosterona livre. Uma vez que a
prostata ¢ uma glandula androgeno dependente para sua fungdo e manutencgio, a falta deste
horménio levou a uma atrofia glandular de até 50%. O mesmo efeito pode ser notado em
trabalhos de castragdo e diabetes que mostram drastica atrofia da glandula apos a redugdo de
testosterona (GOES et al., 2007, SINGER e al., 2008). Ja conhecido que o exercicio fisico
intenso tem papel anabolico, aumentando os niveis de testosterona no sangue (FRANCA et al,
2006), o que pode ser observado nos camundongos tratados com dieta normal. Naqueles
submetidos a dieta hiperlipidica, o exercicio fisico ndo foi capaz de reverter a redugdo causada
pela dieta, uma vez que o peso corporal se manteve elevado nesses animais. Assim,

demonstramos que a dieta excessivamente lipidica causa reducdo de testosterona com atrofia
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da prostata em camundongos que o exercicio fisico por si s6 ndo € capaz de restaurar os
efeitos negativos da dieta nesses animais mostrando a importancia da dieta equilibrada

associada com redugdo de peso corporal e a pratica de atividade fisica.

Ainda sobre a reducio de testosterona, em tese, esse ambiente teria um efeito protetor
contra patologias proliferativas da prostata, como o cancer. Inclusive, um dos métodos mais
utilizados no tratamento do cancer de prostata inicial € a castracdo quimica que provoca
bloqueio do horménio no organismo (SHARIFI, 2005). Mas, no caso do nosso estudo, essa
protecdo ndo se sustenta sozinha. Isso porque, o aumento do tecido adiposo provoca a
sindrome metabodlica, com aumento da insulina, glicemia e citocininas préinflamatorias que
criam um ambiente mais favoravel a ocorréncia de mutag@o e proliferagdo celular (WISSE,
2004). Desse modo, se o individuo nessas condi¢des de dieta e obesidade ja tiver
desenvolvido cancer, o efeito protetor da redu¢do do androgeno logo pode servir de ponto
para a mudanga de um tumor mais brando para um mais agressivo, com a independéncia de

testosterona atingida pela célula.

A ingestdo de altas quantidades de gordura provocou a diminui¢do da expressdo dos
receptores de androgeno, e o exercicio fisico mostrou-se capaz de reverter tal quadro,
estimulando a produgdo desses receptores na prostata. O resultado obtido corrobora com
outros trabalhos feitos por nosso grupo de pesquisa. Nossos dados anteriores mostram que
ratos tratados com dieta hiperlipidica (20%) tiveram redugdo significativa da testosterona, AR
e aumento expressivo da insulinemia e glicemia. Com dados similares na presente
investigagcdo, demonstramos que a redug@o dos niveis de testosterona levou a uma modulagdo
dos AR na prostata dos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Entretanto, nossa
experiéncia mostrou que a diminuigdo dos niveis de testosterona leva, em curto tempo (15

semanas), a uma diminui¢do do AR em ratos obesos (RIBEIRO ef al., 2012). Isso deve-se a
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resposta da glandula ao meio que mudara drasticamente. Porém, a prostata necessita do
horménio para seu desenvolvimento e manutengdo, e, a falta desse hormdnio causa disfungdes
no seu funcionamento. Assim, apds longo prazo de dieta hiperlipidica e redu¢do androgénica
(30 semanas), os niveis de AR tendem a aumentar, em uma tentativa da glandula de conseguir
a maior quantidade de androgenos possivel para garantir sua manutengdo (SILVA et al,
2015). Precisamos considerar que nesse presente trabalhou os animais sdo de outra espécie
(camundongo) e a dieta 2x mais hiperlipidica (40%). Ainda assim, nossos dados mostram que
essa dieta também provoca redugdo androgénica modulando a diminui¢do de expressdo de AR
na prostata de camundongos, favorecendo atrofia da glandula e podendo prejudicar o
funcionamento da mesma. O exercicio fisico, embora n3o tenha refletido em maior peso

prostatico, € capaz de restaurar esses efeitos negativos na sinalizag¢do androgénica da prostata.

Entre os grupos de dieta normal, o grupo exercitado teve um maior indice de
proliferagdo celular na préstata. Isso pode ser explicado pelos niveis elevados de testosterona
e de ativacdo de ERK1/2 presentes nesse grupo, assim como mostrado por Muller et al.
(2007) que, em outros tecidos, a pratica de exercicios tende a aumentar os niveis de ERK
fosforilada (pERK). A ERK1/2, como uma representante da via MAPK relacionada a
proliferagdo celular, ¢ um forte sinal de atividades mitogénica nas células (SUN ef al., 2015).
O consumo excessivo de gordura associado ao sedentarismo mostrou-se capaz de promover
ainda mais a proliferacdo celular na prostata. O ambiente formado pela obesidade, como a
hiperglicemia, a hiperinsulinemia e as citocinas proinflamatérias e altas quantidades de acido
graxo, estimulam a proliferagdo celular por serem altamente mitogénicos (MISTRY ef al.,
2007). A via androgénica também ¢ altamente sinalizadora para a proliferagdo celular na

prostata com ativagdo de AR apds estimulagdo androgénica (DAVEY; GROSSMANN, 2016).
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Assim, nossos dados mostram que, mesmo com a testosterona e AR baixos, o microambiente
alterado da obesidade se sobressaem sendo este um ponto critico para a proliferagdo celular na
prostata. Assim, a proliferagdo ¢ mantida por fatores que independem de hormonios
androgénicos, tais como a excesso de glicose, insulina, citocinas, acidos graxos e também de
ERK, que se mostrou mais ativa nos animais DH. Isso € corroborado por Fernandez-twinn et
al. (2012), que mostrou que também em outros tecidos do corpo, mais precisamente o
cardiaco, as disfungdes metabolicas da obesidade estdo relacionados com a indugdo da
ativag@o da via ERK e a consequente inducdo de sobrevivéncia e divisdo celular. O exercicio
fisico, mostrou-se capaz de reverter o aumento da proliferacdo celular na préstata causado
pela DH. Assim, mesmo a pratica de exercicio fisico no grupo DHE n@o tenha restaurado
totalmente os niveis de Testosterona e AR, ele foi capaz de reduzir os elevados niveis de ERK
, causando diminui¢do na proliferagio celular na glandula. WANG et al. (2018) recentemente
demonstraram que a pratica de exercicio fisico aerdbico aumenta a expressio de ERK e
AMPK no figado de camundongos, mas causa reducdo da via ERK naqueles diabéticos tipo 2,
corroborando nossos dados. Assim, nossos resultados apontam que a obesidade e seus
distarbios metabolicos causam proliferagdo celular na prostata através da ativagdo da via
ERK, mesmo em situagdo de caréncia androgénica e que o exercicio fisico € capaz de reverter

tal efeito.

Naturalmente, em humanos e também em roedores, os hormonios estrégenos possuem
papel crucial na manutenc¢do da préstata e também no seu desenvolvimento. Além disso, o
estrogeno tem papel duplo na prostata, podendo ser protetor contra tumores malignos ou
promotor da carcinogénese (HORVARTH et al, 2000; SHAABAN ef al, 2008). O ERa ¢
amplamente expresso nas células do estroma, tem papel no crescimento e proliferagdo celular,
implicando na carcinogénesis. Por outro lado, o ERP tem efeitor protetor por dimerizar com

ERo (WHEIHUA et al, 2001; SINGH et al, 2008), inativando-o e inibindo a proliferacio
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celular, além de promover a apoptose. Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, feito
com dieta hiperlipidica de 20% e em ratos, mostrou que no periodo de 15 semanas do
tratamento da dieta, a quantidade de ERP expressa aumenta expressivamente (RIBEIRO et
al.2012), o que diverge com o resultado encontrado na presente investigacdo. Porém, nosso
grupo também demonstrou que essa expressdo de ERP foi bastante reduzida quando os ratos
foram tratados com a dieta por 30 semanas (SILVA et al., 2015). Armando um paralelo em
nosso estudo presente, o aumento quantidade de gordura saturada da dieta de 20% para 40%
pode ter antecipado essa efeito nos ER[, diminuindo-os drasticamente ja no inicio do
tratamento, pulando etapas que foram observadas com a dieta menos hiperlipidica apenas em
longo prazo. Assim, a diminui¢do da expressio de ERP na prostata cria um ambiente
desfavoravel na prostata que reduz o seu efeito protetor no epitélio glandular. Desse modo,
considerando o ambiente estimulante criado pela obesidade decorrente da dieta hierpilidica (ja
citado anteiormente), a reducdo de papel protetor de ER na préstata pode ser crucial na
promocdo de doencgas proliferativas na glandula. Assim como notado para o AR, o exercicio
fisico tabém reverteu os efeitos da dieta hiperlipidica na expressdo de ER3, mostrando mais

uma vez a influéncia benéfica dessa atividade na manutengdo da homeostasia glandula.

A taxa morte celular no grupo com dieta normal e exercitado foi bastante elevada,
porém ndo houve tanta mudanga no peso da prostata em relagdo ao grupo sedentario. Tal fato
deve ser ocorrido pelo balango quase equivalente entre proliferacdo celular e morte celular.
De fato, a proliferacéo celular foi maior em DNE do que em DNS, e tal grupo exibiu maior
testosterona e maior conteudo de ERK, que mesmo com redug@o de AR foi capaz de estimular
a proliferacdo celular na prostata. Entretanto, embora a proliferagdo celular esteja aumentada
nesse grupo, o estresse causado pelo exercicio fisico intenso dos animais também pode ter
estimulado a morte celular. Tal efeito ja foi mostrado por Teixeira et. al (2012) em seus

experimentos, onde o exercicio fisico extenuante promoveu um aumento na taxa de apoptose
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na prostata de ratos. Ndo podemos deixar de destacar que no presente estudo, os
camundogos foram submetidos pore treinos diarios de natagdo somado com uma carga de até
80% do peso corporal, levando a um treino intenso, o que explicaria os nossos resultados. A
dietahiperlipidica , em geral, levou ao aumento das taxas de morte celular, no grupo
sedentario, e podemos relacionar isso aos baixos niveis de testosterona, muito provavelmente
decorrentes da maioraromatiza¢do do horménio pela aromatase presente no abundante tecido
adiposo. Além disso, a obesidade influencia no eixo hipotdlamo-hipofise gonadal reduzindo a
producdo de testosterona (MATOS et al., 2003). Sendo a testosterona um hormonio essencial
a prostata, ¢ esperado que a falta deste promova um quadro de morte celular devido a falta de
sinalizagdo para sobrevivéncia celular. Isso fica muito claro nos trabalhos classicos sobre os
efeitos da castracio na prostata, ja discutidos anteriormente (GOES et al., 2007, SINGER et
al., 2008). Dessa forma podemos inferir que o baixo peso prostatico encontrado nesses grupos
DH séo decorrentes da maior apoptose desencadeada pelos reduzidos niveis de Testosterona.
O exercicio fisico reduziu a apoptose mas ndo foi capaz de reverter todo o efeito da dieta
hiperlipidica na prostata. Como a proliferag@o celular nesse grupo DHE foi a mais reduzida de
todos os grupos, o peso da prostata também ndo foi restaurado pela atividade fisica no grupo
da dieta hiperlipidica. Assim, nossos dados mostram o efeito indutor da apoptose da dieta
hiperlipidica e obesidade na prostata de camundongos em decorréncia da modulagido dos

niveis androgénicos e que o exercicio fisico sem associagdo com perda de peso ndo € capaz de

reverter tal efeito atrofico na glandula.

5. Conclusdo
O presente estudo demonstrou que a dieta de 40% de gordura saturada tem efeito
negativo na estrutura da prostata de camundongos, atrofiando através da diminuig¢do da

sinaliza¢do androgénica e consequente apoptose. Aliado a isso, a dieta foi capaz de estimular
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maior proliferagdo celular via aumento da ativag@o da via ERK1/2 e reduzir os niveis de ERD.
Todos esses dados apontam para um ambiente altamente estimulador de patologias
proliferativas que podem acometer a prostata tais como hiperplasia benigna e cancer. Ainda,
demonstramos pela primeira vez, que o exercicio fisico por si sO tem efeito anabolico na
glandula, mediados principalmente pela testosterona e seus receptores androgénicos, atrelado
a dieta hiper lipidica foi parcialmente capaz de restaurar as alteragdes de atrofia, proliferagdo
e sinalizagOes observadas na préstata. O exercicio fisico desgastante atrelado a dieta normal
teve carater maléfico, podendo causar injurias na prostata se feita em longo prazo. Isso nos
ressalta a importancia da pratica de exercicio em conjunto com uma dieta balanceada e

consequente perda de peso.

6. Considerac¢des finais

A principio, o projeto inicial tinha como objetivo fazer anélise da expressdo da proteina
AKT na prostata dos grupos estudados, porém devido a quantidade insuficiente de reagentes e
a demora da liberacdo destes na alfandega, foi decidido pela troca de andlise para a proteina
ERK/pERK que ja tinhamos disponivel em nosso laboratorio. Tal substitui¢do ndo prejudicou
em nada as nossas analises, uma vez que a ERK também faz parte da via de

sobrevivéncia/proliferacdo celular, trazendo resultados suficientes para a discussdo de nossos

dados.
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