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RESUMO

Atualmente, a procura pela beleza estética, tem causado problemas de saude
associados ao uso de esteroides androgénicos anabolizantes (EAAs) e até mesmo a
exercicios fisicos intensos. O sistema genital masculino é alvo de estudos por ser
sensivel a mudancas na concentracdo desse tipo de horménio; essas alteracdes
também podem ocorrer com 0 aumento da idade, influenciando 6rgaos androgénio-
dependentes, como o epididimo. Nesse sentido, objetivou-se com esse estudo,
verificar se o tratamento com EAAs associado ou ndo ao exercicio fisico resistido,
em ratos Sprague-Dawley, altera a morfologia do Epididimo em ratos adultos e seus
efeitos a longo prazo em idosos. Foram analisadas todas as por¢des dos epididimos
(segmento inicial, cabeca, corpo e cauda) de 56 ratos, virgens, da linhagem
Sprague-Dawley (com 13 semanas de vida ao iniciarem o experimento), separados
em oito grupos com sete animais cada: GC - adultos e sedentéarios; GCi - idosos e
sedentarios; GN - adultos, sedentarios, tratados com EAA; GNi - idosos, sedentarios,
tratados com EAA; GE - adultos tratados com exercicio; GEi - idosos tratados com
exercicio; GNE - adultos, exercicio e tratamento com EAA; GNEi - idosos, exercicio
e tratamento com EAA. O treinamento realizado foi exercicio resistido em meio
aquatico (através de saltos na 4gua, com sobrecarga) com duragdo de oito semanas
(trés vezes na semana). A administracdo de EAAs ocorreu pela aplicacao
intramuscular de Decanoato de Nandrolona (10 mg/kg/semana) também durante oito
semanas (duas vezes na semana). Amostras epididimarias passaram pela rotina
histol6gica de hematoxilina e eosina para andlise morfolégica e morfométrica. Os
resultados mostraram alteracdes significativas nos diametros de ductos, sendo que o
GE foi menor quando comparado ao controle, e, nos grupos em que foram utilizados
anabolizantes, tiveram diametro aumentado significativamente, e essas alteracdes
ocorreram principalmente nos segmentos mais iniciais. A altura epitelial, no
segmento inicial, também foi maior nos grupos em que foi utilizado anabolizante. Os
grupos idosos tenderam a retornar a normalidade, aumentando os parametros de
altura e diametro quando esses estavam diminuidos, e diminuindo-os quando
estavam aumentados em comparacdo ao grupo adulto relacionado (com variavel em
comum), a ndo ser na cauda, do GNEi, em que houve aumento significativo.
Achados morfologicos indicaram presenca de debris celulares em limen (GN e
GNEI) e infiltrados intersticiais (GN, GNE, GE e GCi). Conforme os resultados desse
estudo, pode-se concluir que tanto o tratamento na fase adulta com exercicio,
quanto a utilizacdo de EAAs altera parametros morfométricos e morfolégicos do
epididimo, e que seu efeito cronico pode ser diminuido com a idade.

Palavras-chave: Morfologia, ductos espermaticos, esteroides androgénicos
anabolizantes, exercicio fisico, idade.



ABSTRACT

Nowadays, the search for beauty, has caused health problems associated with the
use of anabolic androgenic steroid (AAS) and even strenuous exercise, and the male
reproductive system is the subject of studies to be sensitive to changes in the
concentration of this type of hormone; these changes may also occur with increasing
age, causing changes in androgen-dependent organs, like the epididymis. This study
aimed to verify if treatment with AAS associated or not to exercise, in Sprague-
Dawley rats alters the morphology of the epididymis in adult rats and its chronic
effects in the elderly. The training was conducted by jumping into the water, weighing
overloading, being considered as resistance exercise in water. The AAS
administration occurred by intramuscular injection of nandrolone decanoate (10 mg /
kg / week). Epididymal samples were subjected by histological routine of hematoxylin
and eosin for morphological and morphometric analysis. It was analyze all parts of
the epididymis (initial segment, caput, corpus and cauda) of 56 Sprague-Dawley rats,
virgins, with 13 weeks old, divided into eight groups with seven animals each: GC -
adults and sedentary; GCi - elderly and sedentary; GN - adults, sedentary treated
with AAS; GNi - elderly, sedentary treated with AAS; GE - adults treated with
exercise; GEi - elderly treated with exercise; GNE - adults, exercise and treatment
with AAS; GNEi - elderly, exercise and treatment with AAS. The results show
significant changes in duct diameters; the GE was lower when compared to other
groups, and the groups that were used anabolic steroids, had a larger diameter than
the other, and these changes occurred mainly in the initial segments. The epithelial
height in the initial segment was also considered higher in the groups that
administered AAS. The elderly groups tend to return to normal, increasing the
parameters of epithelial height and diameter when these were decreased, and
lowering them when they were enlarged when compared with the related adult group
(with common variable), except at the tail of GNEi. As the results of this study, we
can conclude that both treatment in adulthood, with exercise and the use of AAS,
changes morphometric and morphological parameters of the epididymis, and its
chronic effects can be diminished with age.

Keywords: morphology, spermatic ducts, anabolic androgenic steroids, exercise,
age.
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1 INTRODUCAO

A beleza, antes considerada atributo natural, hoje é vista como produto de
consumo, o qual pode ser modificado conforme ideais pessoais ou mesmo impostos
pela sociedade. O efeito colateral da busca pela “beleza imposta” pode ser a
extirpacdo da autoestima, que resulta em quadros como a depressao e disturbios
alimentares que geralmente levam ao sofrimento. Existem queixas de inadequacao e
insatisfacdo com a beleza nos dias de hoje e a busca por ela - impositiva e
padronizada - também €& constante, principalmente quando associada ao
envelhecimento. A maioria percebe o corpo como um obstaculo aos padrdes atuais,
usando academias, dietas restritivas, operacfes plasticas e até artificios
farmacolbgicos como drogas anabolizantes e exercicios extenuantes para alcancar o
ideal de beleza imposto pela sociedade e para ndo deixar-se envelhecer
esteticamente (VEIGA, 2006).

O ideal de beleza, principalmente para os homens, sdo musculos bem
aparentes e hipertrofiados. Para essa finalidade, os exercicios mais utilizados sdo os
resistidos, os quais podem ser realizados com o peso do préprio corpo, com
sobrecarga externa (como os aparelhos e pesos na academia) ou até mesmo em
meio aquatico, onde utiliza-se da forca de arrasto ou a resisténcia da agua ao
movimento para criar a sobrecarga (CONLEY; ROZENEK, 2001, HERBERT et al.
2009).

Muitas vezes, a inadequacdao do bibtipo, ou até mesmo a pressa para
alcancar o objetivo de um corpo perfeito, faz com que o exercicio ndo seja o
suficiente, e alguns artificios farmacoldgicos sejam utilizados, como os anabolizantes
(CARDOSO, 2008). O uso destes farmacos, de forma nao terapéutica, tem
aumentado em todos os paises do mundo, tornando-se assim, um problema de
saude publica, por serem promotores de doencas e trazerem risco a vida (IRIART,;
CHAVES; ORLEANS, 2009). Nos Estados Unidos, 4 a 6% de estudantes do sexo
masculino, do ensino médio, admitiram ter usado desse artificio para fins estéticos.
Na populacdo jovem, em geral, a incidéncia € de 0,5% a 3% em garotas, com idade
entre 15 e 19 anos, e 1 a 12% em rapazes de mesma idade e, ainda, de 67% em
atletas de elite dos sexos masculino e feminino (BOYCE, 2003; EVANS, 2004;
FORTUNATO; ROSENTHAL; CARVALHO, 2007).
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No Brasil, estudos em alguns Estados, como S&o Paulo, Rio Grande do Sul
e Goiés relataram alta prevaléncia (9 a 19%) do uso de esteroides em academias de
musculacdo por homens e mulheres, sendo ainda maior (cerca de quatro vezes) no
sexo masculino (ARAUJO; ANDREOLO; SILVA, 2002; SILVA et al., 2007; SILVA;
MOREAU, 2003).

Os anabolizantes, ou esteroides androgénicos anabolizantes (EAAS), sao
derivados sintéticos da testosterona e estimulam a sintese de proteinas (efeito
anabdlico), com isso ajudam na formacéo de tecido muscular, aumentando assim a
massa muscular, também denominada “massa magra”, que € o procurado
esteticamente. No corpo humano do individuo do sexo masculino, a testosterona é
produzida, naturalmente, pelos testiculos e pelo cértex da glandula suprarrenal; esse
esteroide promove e mantem as caracteristicas sexuais associadas a
masculinidade, incluindo o sistema genital e atua sobre as caracteristicas sexuais
secundérias e fertilidade (SILVA; DANIELSKI; CZEPIELEWSKI, 2002).

O uso abusivo de EAA, no sexo masculino, esta associado a diversos efeitos
colaterais nocivos a saude, sendo fator de risco cardiovascular pois leva a hipertrofia
ventricular, hipertensdo arterial, arritmia, trombose e infarto (EVANS, 2004). No
sistema genital, leva a atrofia testicular, alterac6es na morfologia e funcionalidade
dos espermatozoides e, como consequéncia, problemas de fertilidade pela
diminuicdo de androgénios enddgenos (como a testosterona), por mecanismos
fisiologicos de feedback (MELNIK; JANSEN; GRABBE, 2007).

Essa queda das concentracdes de androgénios enddgenos também ocorre
com o envelhecimento, e, juntamente com a diminuicdo de antioxidantes
intracelulares e da atividade de enzimas supressoras de radicais livres, podem levar
a lesdes em oOrgdos importantes do sistema genital masculino, entre essas,
inflamacdo no epitélio de o6rgdos desse sistema (CRAN; JONES, 1980;
HANDELSMAN, 2006; SERRE; ROBAIRE, 1998).

Um dos 6rgaos responsaveis pela fertilidade que pode sofrer modificagbes
pelos mecanismos supracitados € o epididimo (SERRE; ROBAIRE, 1998). Esse
orgao da via espermatica € um ducto Unico, altamente enovelado e androgeno-
dependente, cujas funcdes sdo transportar, maturar, manter, proteger e armazenar
0S espermatozoides, por isso € considerado essencial para 0S processos
reprodutivos. A fim de que tais fungbes sejam eficientemente realizadas, é

necessario que haja integridade do seu epitélio, dependente de concentracbes
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adequadas de hormonios, tais como os androgénios (HERMO; SMITH, 2011;
ROBAIRE et al., 2007).

Por esses fatores, parece ser relevante entender como o uso de EAA e o
exercicio fisico na fase adulta, podem alterar a estrutura e funcéo do epididimo, na
vida adulta e também no processo de envelhecimento, uma vez que ha mudancas
estruturais em diversas regides do sistema genital, inclusive com inviabilidade dos
espermatozoides e danos no DNA (MARTINEZ, 2013; OLIVEIRA et al., 2005;
POULSEN; LOFT; VISTISEN, 1996; SILVA, 2007; SERRE; ROBAIRE, 1998).

Sendo esse um 0Orgdo-alvo em modelos experimentais, tais como em ratos,
para simular e estudar as mais diversas condicbes que podem influenciar a
morfologia do epididimo (FOLLETO et al.,, 2010; MARTINEZ, 2013; ODA; EL-
ASHMAWY, 2012; PALMER, et al., 2012; SETCHELL; BREED, 2006), esse estudo
investigou ineditamente os efeitos da interagcdo entre o uso abusivo de um EAA
associado ou ndo a prética de exercicio fisico, na morfologia do epididimo de ratos

adultos e idosos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Verificar se o tratamento com EAAs e sua associacdo ao exercicio resistido
em meio aquético, em ratos Sprague-Dawley, altera a morfologia do epididimo na

fase adulta e seus efeitos crbnicos com o envelhecimento.

2.2 Especificos

- Verificar se h& alteracbes na altura epitelial e didametro luminal epididiméario nos
animais tratados com EAAs, exercicio e envelhecidos.

- Comparar os efeitos, a longo prazo da utilizacdo de EAA e exercicio resistido em
meio aquatico em ratos envelhecidos e na fase adulta quanto a altura epitelial e
didmetro de ducto.

- Demonstrar alteracfes inflamatérias no epitélio do epididimo, assim como em

regides intersticiais circundantes, decorrentes dos tratamentos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O capitulo Revisdo de Literatura tem por objetivo apresentar referencial
tedrico do objeto de estudo. Inicialmente serdo abordados os fatores sociais e 0 uso
de EAAs, na sequéncia o sistema genital masculino, especialmente o epididimo,
para adentrar nos fatores que influenciam a fertilidade, mais especificamente, os

EAAs e as alteracfes decorrentes dos exercicios e idade.

3.1 Os fatores sociais e a préatica de exercicios e uso de EAAs

Atualmente, na nossa cultura e sociedade pode-se perceber varios tipos de
esteredtipos, tanto na maneira de vestir-se, comportar-se e até alimentar-se.
Seguindo essa linha, com esteredtipo para o corpo nao seria diferente. Sao
impostas as imagens de mulheres magras e bem esguias, e homens musculosos
com corpos bem definidos.

As pessoas estéo, cada vez mais, sendo influenciadas pelas midias, como a
televisdo e a internet, para que sejam ou ajam de determinada maneira e quando
nao conseguem atingir os objetivos impostos por tais influéncias, acabam tendo
problemas mais graves, como depressdo e disturbios alimentares. No caso dos
homens, seu corpo, conforme idealizado pela midia, deve ser construido através da
imagem de um homem viril e com musculos hipertrofiados, o que ndo é natural para
a maioria dos biétipos, sendo assim, fazem o uso de cirurgias, farmacos como
anabolizantes e exercicios extenuantes, para atingir tal objetivo (OSORIO, 2011;
VEIGA, 2006).

A prética de exercicio € utilizada normalmente como meio de qualidade de
vida, mas esse conceito pode ser distorcido pelos padrdes de beleza, o que muitas
vezes faz com que as pessoas esquecam sua individualidade em relacdo ao seu
biétipo e comecem a realizar o exercicio de forma extenuante, principalmente
guando o objetivo é a hipertrofia. Para essa finalidade, o exercicio resistido €&
considerado ideal, pois tem como objetivo principal o ganho de forca e,
consequentemente, de massa muscular (CARDOSO, F.F, 2008; CONLEY;
ROZENEK, 2001; HERBERT et al. 2009).

O exercicio resistido pode ser praticado de varias maneiras, desde que haja

uma sobrecarga, a qual pode ser o peso do proprio corpo, exercicios aquaticos (por
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meio da resisténcia da agua ao movimento e, também, da forca de arrasto) ou,
ainda, exercicios com pesos externos como os utilizados nas academias (CONLEY;
ROZENE, 2001; HERBERT et al., 2009)

Com o fim de ter o corpo musculoso o mais rapido possivel, algumas
pessoas procuram as academias de musculacdo e algumas dessas que deveriam
ser o local para aprimorar a saude, acabam tornando-se locais de idolatria ao corpo
e incentivam o uso de anabolizantes, principalmente aos jovens que estdo em busca
de status social. Sdo esses individuos jovens, que estdo em idade produtiva, que
acabam sofrendo com os efeitos colaterais do uso de EAAs (ESTEVAO;
BAGRICHEVSKI, 2004).

Quando a busca da manutenc¢éo da juventude e da beleza esta associada ao
prejuizo a saude, como é o caso dos anabolizantes, vale a pena investigar a relacao
entre o “custo e o beneficio” deste artificio muito usado pela sociedade. Ndo ha um
dado concreto sobre os internamentos para o tratamento de efeitos adversos
causados por anabolizantes, mas eles estdo sendo associados a ocorréncia de
graves eventos cardiovasculares em jovens, além de infec¢des focais e sistémicas,
pelo uso de agulhas ndo esterilizadas. Ainda, ha efeitos adversos sobre a saude
mental, como irritabilidade, aumento da agressividade (em estudos com animais e
humanos) chegando a consequéncias bem mais graves, como suicidios e
assassinatos (BOFF, 2010).

Um dos efeitos mais estudados, causados por anabolizantes, é no sistema
genital masculino, pois sem sua correta fisiologia e morfologia, a fertilidade e,
consequentemente, a reproducdo, ficam prejudicadas, assim como a saude do
proprio organismo, como nhas ocorréncias de carcinoma prostatico, dor e dificuldade
para urinar e atrofia de testiculos, além de outros a serem estudados (VENANCIO et
al., 2010).

3.2 Sistema genital masculino

A funcdo do sistema genital, em todas as espécies, € proporcionar um
ambiente perfeito para a formacéo, transporte, protecdo e maturacdo de células
germinativas, por isso a homeostase, assim como a qualidade das estruturas, €
fundamental. Os orgaos sistema genital masculino, homoélogos em humanos e ratos
sdo: testiculos, escroto, epididimos, ductos deferentes, glandulas acessorias

(préstata, glandulas seminais e bulbo-uretrais) e pénis (PERES, 2009).
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No testiculo ocorre a formacdo dos gametas masculinos
(espermatogénese), especificamente nos tubulos seminiferos. Esse 6rgao, além de
gbnada, também é uma glandula enddcrina na qual a testosterona € produzida
pelas células de Leydig, localizadas no compartimento intersticial (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999; MARIEB, 1998). O produto final da espermatogénese sao
espermatozoides imaturos, que para tornarem-se aptos a fecundacao, precisam
passar pelos ductos da via espermética, como o epididimo, 6rgdo no qual irdo
adquirir a capacidade de fecundar odcito (CREASY; FOSTER, 2002). Por ser este o

orgao objeto deste estudo, passa-se a descrevé-lo com maior propriedade.

3.2.1 Epididimo
O epididimo € um dos 6rgaos do sistema genital masculino; compde a via
espermatica e é caracterizado por ser um tubo Unico, altamente enovelado e
dividido em quatro por¢cdes com base em caracteristicas histologicas, sendo elas:
segmento inicial, cabeca, corpo e cauda (BENOIT, 1926). Outra divisdo, que é bem
representada por Setchell; Breed (2006), mostra o 6rgdo dividido em inameras
regides a partir dos ductos eferentes (1A), 1B, 1C, 1D (referentes ao segmento
inicial), 2A e 2B (cabeca), 3A, 3B e 3C (corpo), 4A, 4B e 4C (cauda) até deferente 5
e 6 (FIGURA 1). Est4 localizado na bolsa testicular, entre os ductos eferentes e
ducto deferente (ROBAIRE; HINTON, ORGEBIN-CRIST, 2006). Contudo nado é
somente um tubo transportador da via espermatica, tem outras importantes funcdes
na protecdo, manutencdo, armazenamento, maturacdo e capacitacdo dos
espermatozoides; assim possibilita que o0s gametas adquiram motilidade e
capacidade potencial de fertilizar o6citos; seu epitélio atua na absor¢do, sintese e
metabolismo de substancias essenciais para a suas funcbes e para o0s
espermatozoides (SERRE; ROBAIRE, 1998; SETCHELL; BREED, 2006).
A complexidade desse 6rgdo pode ser indicada pelas células que o compde
em suas diferentes regides, pois cada uma delas tem propriedades distintas e
morfologias diferentes, de acordo suas respectivas fungbes. A capacidade de
motilidade e aquisicdo da fungdo fértil, assim como a integralidade dos
espermatozoides se dao atraves de absorcédo de substancias do interior do tabulo e
secrecdes celulares em todas as regides do epididimo (JONES; MURDOCH, 1996;
ROBAIRE; HINTON; ORGEGIN-CRIST, 2006). Ainda, segundo Patrdo; Silva;

Avellar (2009), a regulacéo fisiologica e desenvolvimento do epididimo dependem
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de androgénios para que possam manter as células germinativas potencialmente
capacitadas, sendo que quando o hormdnio ndo esta presente, sdo observadas
regioes de morte celular e apoptose, o que diminui a eficiéncia do tecido
epididimario de suas fun¢des na fertilidade.

O epitélio epididimario é pseudoestratificado, estereociliado, composto por
varios tipos celulares, como as células: principais, halo, delgadas, apicais, claras e
basais, e suas distribuicdes sdo espécie-especificas (SETCHELL; BREED, 2006) e
segmento-especificas podendo estar presentes em uma regido (segmento inicial:
células apicais e delgadas), varias regides (cabeca, corpo e cauda: células claras),
ou em todas as regides (células principais, halo e basais) (ROBAIRE; HINTON;
ORGEBIN-CRIST, 2006).

As células principais formam a maior parte do epitélio do ducto (65% a 80%),
secretam substancias essenciais para os espermatozoides no limen; essas células
sao cilindricas a pavimentosas em humanos, e cilindricas a cubicas baixas em ratos
(SERRE; ROBAIRE, 1998), na sua parte apical apresentam estereocilios que
diminuem em altura conforme o ducto torna-se distal ao testiculo. No citoplasma
supranuclear, das células principais, ha complexos de Golgi bem desenvolvidos;
enquanto que o reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido esta localizado
no citoplasma infranuclear. No citoplasma também ha vérias vesiculas e corpos
multivesiculares. Esse conjunto de caracteristicas indica capacidade secretéria e
absortiva das células principais (FAWCETT; HOFFER, 1979; SUN; FLICKNGER,
1979).

Células claras tém inimeras vesiculas de varios tamanhos em sua regiao
apical, lisossomos em uma regido intermediaria e goticulas lipidicas na base.
Sugere-se, que essas ceélulas tém funcdo de retirar material do lamen do ducto e,
também, contribuem para a acidificacdo do limen epididimario, juntamente com as
células delgadas; essa acidificacdo coloca os espermatozoides em estado de
repouso antes da ejaculacdo (BRETON et al., 1996; ROBAIRE; VIGER, 1995). As
células apicais ndo tém contato com a base do epitélio, e seu nlcleo varia de oval a
esférico; contém vacuolos e vesiculas de endocitose como as células claras, mas
sdo menores (HERMO; ADAMALI; ANDONIAN, 2000).

As células halo sdo encontradas em todas as regifes epididimarias e sdo
consideradas mondcitos ou linfocitos intra-epiteliais. Serre; Robaire (1998) relataram

gue ha aumento do numero dessas células em situacdes estressoras para o 6rgao,
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como o envelhecimento. As células basais, também sdo encontradas em todos o0s
segmentos do epididimo e repousam sobre a membrana basal sem alcancar o
limen; sdo pequenas e alongadas e parecem ter certo papel na desintoxicacdo
nesse 6rgao (ROBAIRE; VIGER, 1995).

No epididimo hd um segmento inicial caracteristico em todos os mamiferos
cujo epitélio é alto com o limen vazio ou contendo poucos espermatozoides. Ha
reducdo da altura das células epiteliais que revestem o ducto conforme ele torna-se
distal; o lumen alarga-se, a partir do segmento inicial para a cauda do epididimo e
h&a aumento da concentracdo de espermatozoides e na quantidade de muasculo liso
em torno do ducto (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006) (Figura 1 e 2).

Nos mamiferos, o epididimo desempenha mudltiplas funcbes como a
reabsorcdo dos fluidos da rede testicular, o transporte de espermatozoides, a
eliminacdo de gametas defeituosos, a maturacdo dos espermatozoides, bem como
sua protecdo e armazenamento (SULLIVAN et al., 2005). Segundo estudos de
Klaassen; Watkins (2001), Oliveira et al. (2005) e Silva (2007) numerosas
substancias quimicas podem interferir nestes processos, alterando-os, e podendo
produzir efeitos adversos, interferindo tanto na morfofisiologia do érgdo quanto na
fertilidade.
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Figura 1: Regides do epididimo. Imagem representativa do testiculo, ductos eferentes (1A),
segmento inicial (1B, 1C, 1D), cabeca (2A, 2B), corpo (3A, 3B, 3C), cauda (4A, 4B, 4C, e ducto
deferente (5 e 6) (SETCHELL; BREED, 2006).

Figura 2: Fotomicrografia de regides do epididimo mostrando as diferengas morfoldégicas no
ducto do epididimo normal: segmento inicial (2A), cabeca (2B), corpo (2C) e cauda (2D). Nota-se em
A uma maior altura epitelial e menor diametro de ducto, e conforme torna-se distal, a altura epitelial
diminui enquanto ha maior didmetro de ducto.
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3.3 Fatores que influenciam a fertilidade

A fertilidade humana é um tema de grande importancia, uma vez que a sua
reducdo tem-se revelado um problema mundial, atingindo cerca de 8 a 15% da
populacdo. Cré-se que o fator masculino esteja presente em cerca de metade dos
casos, tendo esse fato sido ja comprovado através de estudos clinicos e
epidemiologicos (PARADA et al., 2004; WHO, 2010). Devido a crescente exposicao
a poluentes, substancias quimicas e farmacoldgicas, inclusive dos ambientes de
trabalho, a reducdo da fertilidade masculina na populacdo humana € um dado
comprovado e com tendéncia a aumentar (SILVA, 2007).

Martinez (2013), Oliveira et al., (2005b) e Silva (2007) relataram que ratos
expostos a algumas substancias quimicas como mercurio, arsénio e chumbo podem
ter sua fertilidade reduzida, devido tanto a altera¢des estruturais, quanto alteracdes
na expressdo proteica. Mudancas estruturais nos oOrgaos do sistema genital
masculino também podem ocorrer com o envelhecimento (SERRE; ROBAIRE,
1998) e a obesidade (FERREIRA, 2013; MATA, 2014), podendo alterar também a
expressdo de proteinas especificas importantes para a manutencdo da correta
fisiologia e do ambiente luminal no qual os espermatozoides estao imersos e sofrem
a maturacao e, possivelmente, oferecer riscos a fertilidade (PALMER et al. 2012).

A eficiéncia e funcionamento correto do sistema genital masculino, inclusive
epididimo, depende de concentracdes ideais de androgénios, como a testosterona,
visto que sdo oOrgdos androgeno-dependentes (FERNANDEZ et al., 2008). A
utilizacdo de meios exégenos desse horménio, indiscriminadamente, pode diminuir
suas concentracdes enddgenas por mecanismos de feedback negativo (FOLETTO
et al., 2010).

A testosterona (um horménio esteroide anabolizante - EAA) é formada a partir
de colesterol. Hormonios esteroides sdo produzidos naturalmente no corpo humano,
nas gdnadas (ovario e testiculo) e, em ambos os sexos, ha producao no cortex da
glandula suprarrenal, controlada pelo horménio adrenocorticotrépico (ACTH). Essa
via de formacgdo da testosterona, na glandula suprarrenal, comeca pela clivagem
oxidativa da cadeia lateral do colesterol, formando a pregnenolona e, a partir dela,
varios compostos esteroides incluindo a desidroepiandrosterona (DHEA) e
androstenodiona que também s&o percursores da testosterona e considerados
androgénios fracos (MARQUES; PEREIRA; AQUINO, 2003).
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Ha sintese desse horménio em pequena quantidade no ovario (cerca de oito
vezes menor que no homem) (SILVA, 2007). No testiculo, a producédo do hormdnio

pelas células de Leydig é controlada pelo LH (hormonio luteinizante) liberado pela
hipéfise, que por sua vez é controlado pelo GnRH (hormonio liberador de

gonadotrofinas) secretado pelo hipotdlamo (RANG; DALE; RITTER, 1997); e esses

EAAs, como a testosterona, tém a funcado de promover e manter as caracteristicas
sexuais associadas a masculinidade (SILVA, 2007).

A acdo da testosterona no organismo € explicada através da Figura 3, que

mostra como esse elemento atravessa a membrana plasmatica para, junto ao seu

receptor, transformar-se em sua forma ativa, a diidrotestosterona (DHT), que chega
ao nucleo celular para que ocorra a sintese proteica.
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Figura 3: Agdo da testosterona na célula.
Fonte: HEDGE, G. A; COLBY, H. D. ; GOODMAN, R. L.; (apud Osorio, 2011: p.10).

3.3.1 Esterdides Androgénios Anabolizantes (EAAS)

Os derivados sintéticos da testosterona podem ser usados em tratamentos
de deficiéncias androgénicas como hipogonadismo e de retardo da puberdade e
crescimento (BHASIN et al., 1997); também no tratamento da osteoporose, de
algumas anemias (CORRIGAN, 1999), em situagbes de obesidade e até em
doencas cardiovasculares (ENGLISH et al., 2000). No sistema muscular, ajuda a

tratar sarcopenias desenvolvidas por diversos fatores tais como cirrose, sindrome
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da imunodeficiéncia adquirida e doencas pulmonares obstrutivas cronicas (SILVA,
DANIELSKI, CZEPIELEWSKI, 2002).

A molécula de testosterona sozinha € muito susceptivel a metabolizacéo, que
pode levar a sua inativacdo, assim ela € modificada adicionando-se um radical
alquila para hormdnios administrados oralmente e adicionado um éster para as
drogas injetaveis. Mais recentemente, adesivos transdérmicos e sprays nasais tém
sido utilizados (SILVA, DANIELSKI, CZEPIELEWSKI, 2002; FORTUNATO,
ROSENTHAL; CARVALHO, 2007)

Os EAAs sintéticos da testosterona podem ser modificados a fim de
potencializar sua atividade anabdlica, de maneira a resultar em hipertrofia muscular,
ao invés de atuar na atividade androgénica, e assim, produzirem efeitos como
sintese proteica, crescimento da fibra muscular e eritropoiese (MOTTRAM,;
GEORGE, 2000; SHAHIDI, 2001). Quando usados para essa finalidade, tanto com a
pratica de atividade fisica quanto sem ela, mas em doses muito maiores que as
fisiologicas, podem resultar em efeitos colaterais e prejuizos para a saude, tais
como: problemas cardiacos, aumento da agressividade e diminuicdo no tamanho e
peso do testiculo, o que altera a fertilidade, uma vez que causa prejuizos na
producdo e morfologia dos espermatozoides conforme relatados em ratos tratados
com decanoato de nandrolona (FOLETTO et al., 2010).

Além disso, os efeitos dos anabolizantes sobre a sintese proteica influenciam
0 metabolismo e estimulam a formacdo de tecidos, assim como seu crescimento,
nao s6 no mauasculo, como em todos os 6rgdos do sistema genital masculino
(WEINECK, 2005; FORTUNATO; ROSENTHAL; CARVALHO, 2007).

Relativo a morfologia do epididimo, como nos demais Orgdos genitais
masculinos, os androgénios também sdo importantes. Estudos mostram que a
supressdo de testosterona resulta em diminuicdo do diametro luminal e da altura
epitelial e depois que doses fisiologicas sdo administradas, essas mudancas sao
revertidas quase totalmente (ROBAIRE; HAMZEH, 2011). Por outro lado, quando as
doses de esteroides androgénios sdo maiores que as fisiologicas, ocorre diminui¢ao
ou perda total de espermatozoides maturados no interior do limen do epididimo e,
ainda, presenca de células germinativas degradadas na cauda do epididimo (ODA;
EL-ASHMAWY, 2012).

Essas consequéncias morfoldgicas podem ser explicadas pelo mecanismo de

retroalimentacdo negativa, em que uma administracdo exdégena de EAAs, aumenta
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suas concentracdes circulantes, e isso € um sinal para que o hipotalamo diminua a
secrecdo GnRH (hormonio liberador de Gonadotrofina) e a hipofise, o LH (hormdnio
luteinizante), o que diminui a producdo de testosterona enddgena pelas células de
Leydig (DOHLE; SMIT; WEBER, 2003; SHAHIDI, 2001; WEINECK, 2005).

Apesar desses efeitos, foi relatado um efeito compensador do exercicio fisico
em relacdo a espermatogénese, depois de tratamento com doses suprafisioldégicas
de decanoato de nandrolona (um dos EAAs mais utilizados); mostrando assim, que
a atividade fisica regular e programada pode reverter efeitos negativos causados
por esteroides na morfologia dos 6rgaos reprodutivos, provavelmente por elevarem

as concentracoes da testosterona endogena (FOLETTO et al, 2010).

3.3.2 Alteracfes no sistema genital masculino decorrentes do exercicio fisico

Alguns autores tratam que as mudancas que ocorrem na funcéo reprodutiva
de homens que praticam exercicio fisico ndo estdo bem estabelecidas e que elas
podem variar de acordo com a intensidade e duracdo do exercicio, visto que ele
pode alterar as concentracdes de testosterona, e entéo, influenciar érgdos como o
epididimo tanto na fisiologia como na morfologia (CHATURAPANICH; CHAIYAKUL;
VERAWATNAPAKUL, 2012; HACKNEY, 2001; HU et al., 2014; PATRAO; SILVA;
AVELLAR, 2009).

Um programa de exercicios de endurance tem o objetivo de desenvolver o
metabolismo aerdbico com atividades de moderada intensidade, longa duracdo e
praticamente sem repouso durante sua execucdo (HOLLOSZY; BOOTH, 1976).
Nesse tipo de exercicio, o corpo trabalha constantemente, numa atividade fisica
generalizada, com énfase no desenvolvimento cardiorrespiratério, absorvendo
oxigénio nos pulmdes, o qual € transportado para os musculos que estdo em
constantes contracdes e, utilizd-lo pelas vias metabdlicas oxidativas (TUBINO,
1979), dessa maneira, ndo desenvolve a musculatura de maneira a hipertrofia-la,
pois utiliza-se do metabolismo aerdbico que tende a desenvolver diferente tipo de
fibra muscular (fibra lenta) (PAULO; FORJAZ, 2001).

O exercicio de endurance parece promover uma crescente concentragdo de
testosterona no sangue, que por sua vez pode ter efeito sobre os segmentos do
sistema genital masculino (GRANDYS; MAJERCZAK; DUDA, 2009) podendo

aumentar significativamente o peso do epididimo, glandulas seminais e prostata,
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sem que essas alteracbes sejam prejudiciais a saude ou a fertilidade
(CHATURAPANICH, CHAIYAKUL; VERAWATNAPAKUL, 2012).

Entretanto, Smilios et al. (2005) afirmaram o contrario, que ndo ha alteracbes
na testosterona com esse tipo de treinamento. E ainda ha pesquisas que afirmam
gue essas concentracdes sdo diminuidas em treinamentos de endurance
(CUMMING, 1984; HACKNEY; SINNING; BRUOT, 1988; WHEELER; WALL;
BELCASTRO).

Treinamentos que focam a hipertrofia concentram-se no ganho de forca
muscular utilizando-se predominantemente de vias metabdlicas de glicogendlise,
glicdlise e pelo desdobramento do ATP-CP (diferente dos exercicios de resisténcia),
0 que atinge tipo de musculatura rapida (ou de forca). Para essa finalidade, o tipo de
sobrecarga ndo é o aumento do tempo do exercicio, e sim o aumento do peso ou do
esforco necessario para realizar a atividade (BUCCI, et al., 2005).

A sobrecarga para os exercicios resistidos também pode ser realizada em
meio aquatico, sendo esse 0 meio escolhido para diversas pesquisas experimentais,
pois € de facil realizacdo, e efetivo para essa finalidade (KUNZ et al., 2013;
GAFFURI et al., 2011; MELO et al., 2015). Para resultados mais rapidos, as cargas
tém que ser préximas ao maximo de forca; para isso 0s exercicios sdo de alta
intensidade, os quais podem diminuir a concentragdo do hormonio sexual
masculino, prejudicar a qualidade do espermatozoide e, ainda, diminuir os indices
somaticos de testiculos, epididimos, glandulas seminais e prostata (MANNA;
JANNA; SAMANTA, 2003; MANNA; JANNA; SAMANTA, 2004; SAFARINEJAD;
AZMAL; KOLAHI, 2009).

Também h& estudos como o de Tremblay; Copeland; Van Helder (2004), que
afirmam que os treinamentos de alta intensidade (exercicios resistidos) aumentam
as concentracfes de testosterona enddgena, o que pode ajudar a minimizar os
efeitos da diminuicdo desse mesmo hormonio, sendo essa situagdo normal com o

avanco na idade.

3.3.3 Alteragbes decorrentes do avango da idade no sistema genital masculino

No homem, embora haja variagbes entre os individuos, ha um declinio
progressivo nas concentragdes circulantes de testosterona e
dehidroepiandrosterona (DHEA - precursor de horménios sexuais), o qual é

acompanhado por um acréscimo na conversdo de androgénios em estrogénios,
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resultando em um desequilibrio em favor destes ultimos com a idade (SRINIVASAN
et al., 1995), somando-se também a queda nos niveis de DHT epitelial (BANERJEE
et al., 2000).

Assim como todos os tecidos do corpo, o sistema genital masculino também
sofre mudancas com o passar do tempo, ha exemplos como: a diminuicdo gradual
no percentual de tubulos seminiferos normais, a contagem total de
espermatozoides, bem como a capacidade de células de Leydig a produzir
testosterona (WANG et al., 1993; WRIGHT et al., 1993; ZIRKIN, 1993).

A manutencdo da estrutura e funcdo do epididimo sdo dependentes de
androgénio, sendo assim, com a idade podem sofrer alteracbes como as
demonstradas por Serre; Robaire (1998): h& diminuicdo significativa no peso da
cauda, assim como a altura epitelial e o diametro luminal tendem a diminuir. Ainda
foram observados no estudo o polimorfismo dos lisossomos, presenca de vacuolos

gigantes, espermiofagia, e a ativacdo do sistema imune (SERRE; ROBAIRE,1998).
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5. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados obtidos possibilitaram elaborar o artigo: “EXERCiCJOS RESISTIDOS
E USO DE DECANOATO DE NANDROLONA ALTERAM O EPIDIDIMO DE RATOS
ADULTOS E IDOSOS” submetido a Scandinavian Journal of Medicine & Science in
Sports.

EXERCICIOS RESISTIDOS E USO DE DECANOATO DE
NANDROLONA ALTERAM O EPIDIDIMO DE RATOS ADULTOS E
IDOSOS
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Resumo

Introducdo: O sistema genital masculino é alvo de estudos por ser sensivel a
mudancgas na concentracdo de androgénios, e esses sao alterados em algumas
situacdes como: exercicio, uso de anabolizantes (EAAS) e o envelhecimento. Um
dos oOrgdos androgénio-dependentes é o epididimo. Objetivo: Verificar se o
tratamento com EAAs associado ou ndo a exercicio fisico, em ratos Sprague-
Dawley altera a morfologia e morfometria do Epididimo em ratos adultos e seus
efeitos cronicos em idosos. Métodos: Foram analisados epididimos de 56 ratos
Sprague-Dawley, virgens, com 13 semanas de vida ao inicio do experimento,
separados em oito grupos com sete animais cada: GC - adultos e sedentérios; GCi -
idosos e sedentérios; GN - adultos, sedentarios, tratados com EAA; GNi - idosos,
sedentarios, tratados com EAA; GE - adultos tratados com exercicio; GEi - idosos
tratados com exercicio; GNE - adultos, exercicio e tratamento com EAA; GNEi -
idosos, exercicio e tratamento com EAA. Os animais adultos foram eutanasiados
com 150 dias, os idosos, 330 dias. O treinamento realizado foi através de saltos na
agua, com sobrecarga. A administracdo de EAAs ocorreu pela aplicacdo
intramuscular de Decanoato de Nandrolona (10 mg/kg/semana). Amostras
epididimarias passaram pela rotina histolégica de hematoxilina e eosina para analise
morfolégica e morfométrica. Resultados: O GE apresentou didmetro de ducto
menor quando comparados ao controle, jA 0 GN e GNE, tiveram diametro de ducto
e a altura epitelial aumentados comparando-os com o controle, sendo estas
alteracdes principalmente nos segmentos mais iniciais do epididimo. Ja os grupos
idosos tenderam a retornar a normalidade, a ndo ser na cauda, do GNEi. Também
foram encontrados indicios inflamatorios no tecido dos grupos experimentais (GN,

GE, GNE e GCi) e ainda, debris de células da linhagem germinativa no interior do
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[imen de GN e GNEi. Concluséo: Tanto o tratamento na fase adulta com exercicio,
quanto a utilizacdo de EAAs altera pardmetros morfométricos e morfolégicos do
epididimo, e que seu efeito crénico pode ser diminuido com a idade.

Palavras-chave: Morfologia, ductos espermaticos, esteroides androgénicos

anabolizantes, exercicio fisico, idade.

Abstract

Introduction: The male reproductive system is the subject of studies to be sensitive
to changes in the concentration of androgens, and these are changed in some
situations such as exercise, use of anabolic steroids (AAS) and age. One of
androgen-dependent organs is the epididymis. Objective: To determine if the
treatment with AAS associated or not to exercise, in Sprague-Dawley rats alters the
morphology of the epididymis in adult rats and its chronic effects in the elderly.
Methods: It was analyze epididymis of 56 Sprague-Dawley rats, virgins, with 13
weeks old; they were divided into eight groups with seven animals each: GC - adults
and sedentary; GCi - elderly and sedentary; GN - adults, sedentary treated with
AAS; GNi - elderly, sedentary treated with AAS; GE - adults treated with exercise;
GEi - elderly treated with exercise; GNE - adults, exercise and treatment with AAS;
GNEi - elderly, exercise and treatment with AAS. The training was conducted by
jumping in the water with overload. The AAS administration occurred by
intramuscular injection of nandrolone decanoate (10 mg / kg / week). Epididymal
samples passed by histological routine of hematoxylin and eosin for morphological
and morphometric analysis. Results: The duct diameters was lower when compared
GE to other groups, and GN and GNE, had diameter and epithelial height increased

compared to GC, and these changes occurred mainly in the initial segments. The
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older age groups tended to return to normal, except for the cauda of the GNEi. There
was also inflammatory signs in the tissue of the experimental groups (GN, GE, GNE

and GCl).

Keywords: morphology, spermatic ducts, anabolic androgenic steroids, exercise,

age.
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INTRODUCAO

Existem queixas de inadequacao e insatisfacdo com a beleza nos dias atuais
e a busca por ela - impositiva e padronizada - também é constante, principalmente
guando associada ao envelhecimento (Veiga, 2006). O ideal de beleza,
principalmente para os homens, sdo musculos bem aparentes e hipertrofiados. Para
essa finalidade, os exercicios mais utilizados sdo os resistidos, 0os quais podem ser
realizados com o peso do préprio corpo, com sobrecarga externa (como 0s
aparelhos e pesos na academia) ou até mesmo em meio aquatico, onde se utiliza
da forca de arrasto ou a resisténcia da dgua ao movimento para criar a sobrecarga
(Conley; Rozenek, 2001; Handelsman, 2006), sendo esse ultimo muito utilizado em
pesquisas experimentais ja que € de facil realizacao e efetivo para essa finalidade
(Gaffuri et al., 2011; Kunz et al., 2013; Melo et al., 2015).

Muitas vezes, a busca por resultados rapidos de hipertrofia muscular, ou o
bidtipo inadequado, fazem o individuo recorrer ao uso de Esteroides Androgénicos
Anabolizantes (EAAs). Estes sdo derivados sintéticos da testosterona e, embora
possam ser usados em tratamentos de deficiéncias androgénicas, seu uso de forma
ndo terapéutica tem aumentado em todos os paises do mundo, tais como Estados
Unidos (utilizado por 4 a 6% de estudantes do sexo masculino do ensino médio) e
Brasil (9 a 19% em academias no Brasil, e em 67% em atletas de elite dos sexos
masculino e feminino) (Araujo et al.,2002; Boyce, 2003; Evans, 2004; Manna et al.,
2004; Silva; Moreau, 2003, Silva et al., 2007).

Essas situacOes, exercicio resistido e EAAs, combinadas ou ndo, bem como
estados fisiologicos, como o envelhecimento, influenciam as concentracdes de

androgénios como a testosterona e afetam diretamente os 6rgaos do sistema genital
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masculino, que sédo androgénio-dependentes, podendo influenciar na fertilidade
masculina (Handelsman, 2006; Manna et al., 2004; Melnik et al., 2007).

Um dos 6rgdos androgénio-dependentes e essencial para a reproducdo é o
epididimo, caracterizado por ser um tubo Unico, altamente enovelado e dividido em
quatro partes: segmento inicial, cabeca, corpo e cauda (Benoit, 1926). E um 6rgio
importante por ter as funcdes de protecdo, manutencdo, armazenamento,
maturacéo e capacitacdo dos espermatozoides, assim possibilita que estes gametas
adquiram motilidade e capacidade potencial de fertilizar odcitos (Serre; Robaire,
1998; Setchell; Breed, 2006).

O epitélio epididimario é pseudoestratificado, estereociliado, composto por
células: principais, delgadas, apicais, basais, halo (linfécitos intraepiteliais) e claras,
e suas distribuicbes sdo espécie-especificas (Setchell; Breed, 2006) e segmento-
especificas podendo estar presentes em uma regido (segmento inicial: células
apicais e delgadas), varias regides (cabeca, corpo e cauda: células claras), ou de
todas as regides (células principais, halo e basais) (Robaire et al., 2006).

Assim, sabendo da importancia do epididimo para a fertilidade, e que ele
pode ser afetado pelo exercicio, EAAs e a idade, o presente estudo foi realizado e
investigou, ineditamente, os efeitos da interagcdo entre o uso abusivo de um EAA
associado ou ndo a pratica de exercicio fisico, na morfologia do epididimo de ratos
adultos e seus efeitos cronicos em ratos idosos.

Obijetivo: Verificar se o tratamento com EAAs e com exercicio fisico em meio
aquatico, em ratos Sprague-Dawley, altera a morfologia do epididimo na fase adulta

e seus efeitos crénicos com o envelhecimento.

MATERIAIS E METODOS
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Local e amostra:

As atividades de pesquisa foram realizadas no Laboratério de Pesquisa do
Departamento de Anatomia, IBB-UNESP, Botucatu e no Laboratorio Experimental
de Morfologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana (Cascavel, PR). Foram
utilizados 56 ratos Sprague-Dawley, virgens com 13 semanas de idade, obtidos do
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica da Universidade Estadual de
Campinas. Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas com um animal por
gaiola, alimentados com ragéo para ratos Nuvilab® (Nuvital, Colombo, PR, Brasil) e
agua ad libitum, e sob condi¢cdes adequadas de luminosidade (ciclo claro/escuro 12
horas) e temperatura (23 a 25°C).

Todos os procedimentos experimentais deste trabalho foram aprovados pelo
Comité de Etica de Experimentacdo Animal do IBB/UNESP (Protocolo n° 385).
Grupos experimentais

Os animais foram divididos em oito grupos, sendo: Grupo Controle (GC),
Grupo Nandrolona (GN), Grupo exercicio (GE), Grupo Nandrolona/Exercicio (GNE),
Grupo Controle idoso (GCi), Grupo Nandrolona idoso (GNi), Grupo Exercicio idoso
(GEi), Grupo Nandrolona/Exercicio idoso (GNEi). Cada grupo tinha sete animais,
namero baseado em pesquisas recentes previamente realizadas (Foletto et.al.,
2010; Martinez, 2013; Oda; EI-Ashmawy, 2012). Os animais adultos foram
eutanasiados por decapitacéo aos 150 dias de idade e idosos, aos 330 dias.

Somente na fase adulta (a partir dos 91 dias até 150 dias de idade), os
animais foram tratados com EAAS (GN, GNi, GNE, GNEi) e submetidos a exercicios

fisicos (GE, GEi, GNE e GNEi) (Tabela 1).



41

Tabela 1: Esquematizacdo da separacdo dos grupos experimentais

GRUPO Fase davida Exercicio Tratamento Namero de
Fisico com EAA ratos
GC Adulto Sedentario N&o 7
GCi Idoso Sedentario N&o 7
GN Adulto Sedentario Sim 7
GNi Idoso Sedentario Sim 7
GE Adulto Exercicio N&o 7
GEi Idoso Exercicio N&o 7
GNE Adulto Exercicio Sim 7
GNEi Idoso Exercicio Sim 7

Aplicacdo do EAA

A administracdo de Decanoato de Nandrolona (Deca Durabolin®, Schering-
Plough, Campinas, SP, Brasil) foi realizada na fase adulta, por injecfes
intramusculares (10 mg/kg/semana) conforme protocolo realizado por Shokri et al.
(2009), sendo aplicadas doses de cinco mg/Kg de peso corporeo, duas vezes por
semana, ao longo de oito semanas, a partir do momento que atingiram 13 semanas
de idade. O restante dos grupos recebeu uma injecdo intramuscular de substancia
placebo (0,2 mL/Kg peso corpoéreo de propilenoglicol).
Treinamento fisico resistido através de saltos em meio aquatico

Os animais dos grupos (GE, GEi, GNE e GNEi) foram submetidos a sessées
de saltos em cilindro (38 cm de profundidade) de PVC, colocado dentro de um
tanque contendo agua a 30°C (Harri; Kuusela, 1986). Neste protocolo, coletes de
velcro com pesos foram acoplados ao térax dos animais para provocar submersao e
estimular impulsdo dos mesmos a superficie; cada impulso foi contabilizado como
um salto. A adaptacdo foi realizada por cinco dias antes de iniciar o periodo de

exercicio propriamente dito; na adaptacdo foram realizadas duas séries de cinco
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saltos, as quais foram aumentadas progressivamente, até atingirem quatro séries
com 10 saltos (Tabela 2).

O treinamento fisico, juntamente com o periodo de adaptacéo, teve duracao
de oito semanas consecutivas. As sessdes de saltos foram realizadas trés dias por
semana, entre 13:00 h e 15:00 h. Em cada sesséo, eram feitas quatro séries de dez
saltos cada (40 saltos), com aumento progressivo de peso (de 50% a 70% do peso
corporal, Tabela 2). Entre as séries foram feitos intervalos de 60 segundos, durante

0s quais o animal era retirado da agua e mantido em repouso.

Tabela 2: Aumento da sobrecarga conforme dias de treinamento na dgua

Dia de treinamento Treinamento -Sobrecarga
(% Peso corporal)

1° 2 séries de 5 saltos (50%)

20 3 séries de 5 saltos (50%)

3° 4 séries de 5 saltos (50%)

40 4 séries de 7 saltos (50%)

50 4 séries de 9 saltos (50%)

6° ao 20° 4 séries de 10 saltos (50%)
21°ao 35° 4 séries de 10 saltos (60%)

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

Os animais dos grupos sedentéarios, também tiveram contato com a agua, a
30°C em local raso, sem fazer esforco fisico e ficaram o mesmo periodo que o0s
grupos que fizeram treinamento.

Processamento histologico

Os animais adultos foram eutanasiados 48 horas apos a ultima sessao de
saltos (150 dias); os idosos, 180 dias apdés os adultos. Os animais foram
dessensibilizados em camara de CO; e depois guilhotinados. Os epididimos foram

retirados, reduzidos e destinados a rotina histolégica. Para isso, as amostras foram
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pré-fixadas em Bouin, o qual foi constantemente gotejado sobre os tecidos. Apds a
pré-fixacdo, os fragmentos de tecidos foram imersos em formalina 10% por 24
horas, lavados em alcool 70%, desidratados, diafanizados, embebidos em
paraplastico (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, USA), para posteriormente serem
seccionados a 4 um de espessura para confeccdo das laminas histoldgicas.

As seccdes histologicas, foram submetidas ao protocolo de coloracdo por
hematoxilina-eosina e analisadas quanto a integralidade epitelial e intersticial, assim
como quanto a sua morfometria. As laminas foram examinadas em microscopio
Primo Star Zeiss® (Zeiss, Oberkochen, Alemanha) e fotodocumentadas em
microscépio Olympus BX60® (Olympus Corporation, Tokyo, Jap&o).

As andlises morfométricas (n = 3 cada grupo) (Serre; Robaire, 1998) foram
realizadas para avaliacédo da altura epitielial e diametro luminal, nesses casos, foram
mensuradas pelo menos 20 secg¢Bes de tdbulo/animal/regido. Todos esses
parametros foram mensurados através do programa ImageProPlus 6.0°.

Analise Estatistica

Os valores obtidos, em todos 0s casos, passaram pelos testes de Shapiro
wilk e teste de homogeneidade de variancias (teste F). Para os valores normais e
paramétricos, foi utilizado o teste T student para comparacao entre os grupos. Para
dados que ndo seguiram a normalidade, o teste comparativo entre grupos foi o de
Willcoxon. Nos animais adultos, todos os grupos foram comparados com o controle
adulto. Nos grupos idosos, o teste foi aplicado para cada grupo comparando-o com
0 grupo adulto relacionado (GCi com GC, GNi com GN, GEi com GE e GNEi com
GNE). As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05. A andlise foi feita através do programa R i386 verséo 3.1.0 (R Core Team,

2015).
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RESULTADOS

Os resultados das analises morfoldgicas e morfométricas mostraram que
ocorreram mudancgas significativas, em pelo menos uma das regifes do epididimo,
nos animais de todos os grupos estudados.

O didmetro do ducto epididimario dos animais adultos sofreu alteracdes em
todos os tratamentos (GE, GN, GNE) (FIGURA 1). No exercicio, observou-se
diminuicdo do diametro de ducto em todas as regides (segmento inicial, cabeca,
corpo e cauda) (FIGURA 1, 3B e 3E). Entretanto o tratamento com Nandrolona e
Nandrolona/exercicio, aumentou o didmetro de ducto apenas no segmento inicial
(FIGURA 1).

Nos grupos idosos (GCi, GNi, GNEi), ocorreu diminuicdo do diametro luminal
(FIGURA 1 e 4B), exceto no exercicio, no qual houve aumento dessa variavel no

segmento inicial (FIGURA 3F), cabeca e cauda do epididimo (FIGURA 1).
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Figura 1: Comparagdo do Didmetro de ducto epididiméario dos grupos adultos e idosos. * p<0,05,
comparando grupo idoso com adulto de mesma variavel. # p<0,05: comparagéo dos Grupos adultos
experimentais com o Controle.

Os resultados das andlises de altura epitelial, nos grupos adultos,
mostraram que houve aumento da altura do epitélio do segmento inicial nos animais
do GE, GN e GNE (FIGURA 2, FIGURA 3). Nos animais idosos (GCi, GEi, GNi,
GNEIi), na maioria das analises houve diminui¢do da altura epitelial, em relacdo ao
grupo adulto de mesma variavel, porém a altura do epitélio aumentou na cauda do
grupo GNEi (FIGURA 2). Os animais adultos tratados com nandrolona (GN) tiveram

aumento do didmetro e da altura epitelial concomitantemente. (FIGURAS 1 e 2).
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Figura 2: Comparacdo de Altura Epitelial nos grupos adultos e idosos. * p<0,05, comparando grupo
idoso com adulto de mesma varidvel. # p<0,05: comparacédo dos Grupos adultos experimentais com

o Controle.
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Figura 3: Fotomicrografias de seccdes transversais do segmento inicial do epididimo dos animais
dos Grupos controle — GC (A,C), exercicio — GE (B,E), nandrolona/exercicio - GNE (D), exercicio
idoso — GEi (F). Notar: aumento da altura epitelial no segmento inicial em GNE (D) comparado com
GC (C) e aumento de didmetro em GEi (F) comparado com GE (E). S&o indicados: segmento inicial
(SI), cabeca do epididimo (CB), células halo (—), consideradas linfécitos intraepiteliais, indicativa de
atividade inflamatoria; altura epitelial («»); diametro do ducto ( { ), Lamen (Lu); intersticio(i). Coloragdo
de Hematoxilina e Eosina.

I
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Figura 4: Fotomicrografia de sec¢des transversais do epididimo de ratos Sprague-Dawley,
mostrando segmento inicial, cabeca e parte proximal do corpo do Grupo Controle - GC (A) em
comparacdo a Grupo Controle idoso - GCi (B), onde nota-se involugcao do epitélio. E em detalhe,
segmento inicial do Grupo Nandrolona - GN (C) e Grupo Nandrolona idoso - GNi (D), onde ha
aumento da altura epitelial em C, e a diminui¢cdo, aproximando-se do normal em D. S&o indicadas
células halo (—), consideradas linfécitos intraepiteliais, indicativa de atividade inflamatéria; Lamen
(Lu); intersticio(i). Coloracéo de Hematoxilina e Eosina.
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Nas figuras 3D (GNE) e 4C (GN) e 4D (GNi) pode-se observar, indicadas com
setas, células halo, consideradas linfocitos intra-epiteliais. Essas células estdo em
maior quantidade nesses grupos, que € indicativo de atividade inflamatoria.

Foram observadas alteracdes morfoldgicas também em GN e GNEi quanto a
presenca de debris celulares no limen dos segmentos proximais do epididimo.
Esses corpos celulares indicam que células da linhagem germinativa foram
desprendidas do epitélio seminifero. Pode-se observar na figura 5A (Grupo
Nandrolona), onde na cabeca do epididimo estdo indicados os debris celulares,
assim como em GNEi (Figura 5B).

Infiltrados intersticiais em GN e GNE, GE e GCi (Figura 6), também indicam
atividade inflamatéria no intersticio. Além dos conjuntos leucocitarios, pode-se
observar um padrdo de movimentagao dessas células, que formam “trilhas” a partir
dos vasos sanguineos em direcdo ao epitélio, indicadas com setas duplas nas

figuras 6B, 6C e 6F.
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Figura 5: Fotomicrografias de seccdes transversais da cabeca do epididimo do animal de Grupo
Nandrolona - GN (A) e segmento inicial do Grupo Nandrolona/exercicio idoso - GNEi (B). S&o
indicados: Debris de células da linhagem germinativa (estrela) no GN e GNEi; Lumen (Lu); intersticio
(1); coloragdo Hematoxilina e Eosina.
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Figura 6. Fotomicrografia, corte transversal de epididimo de rato Sprague-Dawley dos grupos: Grupo
Nandrolona - GN (A) cabega transicdo com corpo, Grupo Nandrolona/Exercicio - GNE (em B e C)
cabeca e corpo, Grupo Exercicio - GE (em D) corpo e Grupo Controle idoso - GCi (E e no detalhe, F)
cabeca. S&o indicados: vasos sanguineos (estrelas); infiltracdes linfocitarias focais (—); padréo de
movimento de migracdo dos linfécitos («<»), Lumen (Lu), intersticio (i), coloracdo de Hematoxilina e
Eosina.
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DISCUSSAO

O diametro do ducto e a altura epitelial tém sido utilizados como parametros
de andlises morfométricas para estudo do epitélio epididimario em diversas
pesquisas, pois podem indicar a involugdo ou integridade do mesmo e 0 aumento ou
diminuicdo do fluido luminal (mudancas hidrodinamicas) (Fawcett; Hoffer, 1979;
Ferreira, 2013; Setchell; Breed, 2006; Smithwick; Young, 2001).

Os achados desse estudo mostram que todos os tratamentos (exercicio,
nandrolona, exercicio/nandrolona) causaram efeitos nas dimensées morfométricas e
na morfologia do epitélio do epididimo de ratos adultos e idosos.

Nos grupos idosos, principalmente no segmento inicial, a diminui¢do da altura
epitelial em relacdo ao grupo adulto homélogo pode ser atribuida a reducdo da
concentracdo de androgénios que pode ocorrer nessa fase. Serre; Robaire (1998)
mostraram reducdo do epitélio epididimario com o aumento da idade, de maneira
mais acentuada em ratos do grupo mais idoso, e associaram esta alteracdo a
diminuicdo da concentracdo de androgénios enddgenos.

Pdde-se observar que os grupos idosos, do presente estudo, tendem a ter
niveis morfométricos normais (GC) quando comparados aos seus grupos adultos
(com variavel comum) (FIGURAS 1 e 2). Estes resultados sédo concordantes com
aqueles apresentados por Melo et al. (2015), a partir de estudo, realizado com os
mesmos animais, e mesmas condi¢des, cujo érgao-alvo foi a prostata.

Além da diminuicdo de androgénios, também pbdde-se relacionar o aumento
do stress oxidativo com o avanc¢o da idade, na qual as células se encontram num
estado cronico dessa condicdo, como consequéncia do desequilibrio entre os pro-

oxidantes e o sistema de defesa antioxidante (Muller et al., 2007). O que também
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pode ser a explicacdo das mudancgas estruturais ocorridas no GEi com relacdo a
diminuicao da altura epitelial na cabeca e corpo em comparacdo com GE, no qual, a
somatoria de fatores (diminuicdo de testosterona enddgena e stress oxidativo
relacionado a idade e os mesmos fatores relacionados ao exercicio) podem ter
causado essas alteragdes (Kalani et al., 2006).

Os efeitos de exercicios sobre 0s processos reprodutivos ndo sao
conclusivos, pois h& divergéncias na literatura, sem fazer abordagem a morfologia
do epitélio epididimario (Fawcett, Hoffer, 1979; Kalani et al., 2006; Zhao et al.,
2013). Alguns estudos experimentais mostram os beneficios do exercicio, inclusive
na diminuicdo do stress oxidativo tanto na fase jovem, quanto no envelhecimento
(Kalani et al., 2006), diferindo dos resultados obtidos no presente estudo. Pode-se
observar que quando realizado exercicio, houve diminuicdo consideravel no
didametro de ducto epididimario, principalmente nas regides proximais, que podem
ter ocorrido devido ao stress oxidativo resultante do exercicio realizado neste
estudo, podendo influenciar na fertilidade de maneira a prejudicar a qualidade
espermatica (Safarinejad et al., 2009).

Shokri et al. (2014) relataram danos relacionados ao exercicio de corrida,
nos espermatozoides epididimarios (diminuicdo, apoptose e danos do DNA), devido
ao acumulo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Zhao et al. (2013) relataram
gue exercicios extenuantes representam um desafio a homeostase, ja que o
excesso e a intensidade deles podem ser prejudiciais, pois resultam em geracao de
ROS que excede a capacidade celular anti-oxidativa. Possibillidade que explica
nossos achados, relacionados ao exercicio de resisténcia empregado no presente

estudo.
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O exercicio também pode ter causado alteracdo hidrodindmica, pois,
através do stress oxidativo e mudanca da concentracdo de testosterona endogena,
interfere na qualidade do sémen. A diminuicdo do fluido luminal e,
consequentemente, da pressao intraluminal, sdo alteracées hidrodinamicas que
resultam em diminuicdo do diametro luminal e aumento da altura epitelial (Fawcett;
Hoffer, 1979); hip6tese que pode explicar os resultados observados no segmento
inicial do epididimo dos ratos do GE.

Assim como os exercicios ja relatados, os EAAs também causam danos ao
DNA esperméatico, levando grande parte dos espermatozoides a morte ou
inviabilidade; e esses danos pioram quando ha combinacao de exercicios de corrida
com anabolizantes (Shokri et al., 2014). Contrapondo esses resultados, o estudo de
Foletto et al. (2010) mostra que o tratamento com EAAs (0,5mg/kg” de massa
corporal) causa reducdo da eficiéncia da espermatogénese, no entanto, o
treinamento fisico (corrida), quando associado, compensa a acdo do anabolizante,
mantendo o0 processo de espermatogénese normal.

O aumento do diametro e da altura epitelial, nos grupos tratados com EAAs
(em relagdo ao grupo controle), podem indicar hipertrofia no tecido, a qual teria
ocorrido devido ao aumento de androgénios circulantes, pois sabe-se que essas
substancias apresentam efeitos que estimulam o anabolismo proteico, além de
promoverem acdo androgénica (Boyce, 2003; Evans, 2004); o0 que ocorreu em
maior parte no segmento inicial por ser esse, o mais vascularizado e por ser o local
de maior concentracao de receptores de androgénios (Patrao et al., 2009).

Essa possivel contribuicdo dos EAAs para o aumento do epitélio epididimario
pode ser explicada com base no estudo de FAWCETT; HOFFER (1979) em ratos.

Nesse trabalho, os autores interromperam o fluxo do fluido seminal, por
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orquidectomia ou por ligagdo dos ductos eferentes e, depois ministraram doses
supra-fisiologicas injetaveis de EAAs (50, 100 e 500 pg/dia) que foram suficientes
para promover a recuperacao do tecido epididimario que sofreu regresséao.

Alteracdes morfologicas, como debris celulares no interior do lumen
epididiméario foram encontradas nos grupos GN e GNEi no segmento-inicial e
cabeca do érgao. Debris celulares no lumen epididimério indicam perda de células
da linhagem espermatogénica, ocorrida nos testiculos, indicando danos também
nesse oOrgao (Shokri et al.,, 2009; Lanning, 2002). Esses danos podem ser
associados & administracdo exdgena do decanoato de nandrolona (0,5mg/kg™ de
massa corporal), o qual provoca disfuncado na producédo enddégena dos hormdnios
gonadotréficos (FSH e LH) e de testosterona, podendo ocorrer diminuicdo do peso
do testiculo em ratos sedentarios que receberam nandrolona e ratos treinados com
corrida/nandrolona (Ferrari et al., 2013).

Os infiltrados inflamatdrios intersticiais nos grupos GN, GNE e GE, assim
como GCi também colocam a Nandrolona, o exercicio e a idade como disruptores
do tecido. Esses resultados assemelham-se ao estudo de Smithwick; Young (2001),
que encontraram infiltrados leucocitarios intersticiais no epididimo quando fizeram
privacdo de androgénios em chimpanzés. Flickinger et al. (1990) também relataram
infiltrados leucocitarios em ratos Lewis, apds vasectomia, indicando que, além das
caracteristicas inflamatorias no epitélio, h& alteragbes no intersticio, que poderiam
ser causadas pelo disturbio fisiologico da alteracdo de androgénios sistémicos em
todas as situacées mencionadas.

Concluséo

Conclui-se que o tanto o tratamento na fase adulta com exercicio, quanto a

utilizacdo de EAAs altera parametros morfométricos e morfolégicos do epididimo, e
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gue seu efeito cronico pode ser diminuido com a idade devido a perda do efeito
dessas variaveis, resultando na recuperagdo do 6rgao.

Esse estudo foi limitado no sentido de observar alteracées durante outras
fases da vida do animal (entre os 150 e 330 dias) para acompanhar a recuperacao
do tecido, assim como as dosagens de androgénios, que auxiliariam nas

explicacbes dos resultados que aconteceram nos grupos experimentais.
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end of the discussion in which the findings are put into perspective in the relevant
area of sports medicine. This includes reference to possible previous articles in this
and other journals and the potential impact of the present findings. This paragraph
should not exceed 200 words.
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of chronology, and without numbers. In the text references should include the
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“‘personal communication”; it should not appear in the list of references. References
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illustrative figures in their manuscripts instead of large tables. The detailed tables
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5. Figures should have a title, be accompanied by a legend on a separate sheet and
be self-explanatory.
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Wiley-Blackwell will dispose of all hardcopy or electronic material submitted three
months after publication. If you require the return of any material submitted, please
inform the editorial office or production editor as soon as possible if you have not yet
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Proofs

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site. A
working e-mail address must therefore be provided for the corresponding author.
The proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file from this
site. Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be
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This will enable the file to be opened, read on screen and printed out in order for any
corrections to be added. Further instructions will be sent with the proof. Hard copy
proofs will be posted if no e-mail address is available. Excessive changes made by
the author in the proofs, excluding typesetting errors, will be charged separately.
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Blackwell's Early View Service. Early View articles are complete full-text articles
published online in advance of their publication in a printed issue. Articles are
therefore available as soon as they are ready, rather than having to wait for the next
scheduled print issue. Early View articles are complete and final. They have been
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allows the article to be cited and tracked before it is allocated to an issue. After print
publication, the DOI remains valid and can continue to be used to cite and access
the article.

Online production tracking is available for your article through Wiley-

Blackwell's Author Services. Author Services enables authors to track their article -
once it has been accepted - through the production process to publication online and
in print. Authors can check the status of their articles online and choose to receive
automated e-mails at key stages of production so they don’t need to contact the
production editor to check on progress. Visit Author Services for more details on
online production tracking and for a wealth of resources including FAQs and tips on
article preparation, submission and more.
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opportunity to include data that would be inappropriate or impractical to include in the
printed version. These data may substantially enhance the importance of the
research and may also be of benefit to readers. Authors are encouraged to include
data such as videos, 3-D structures/images, large tables and any other supporting
data too large for print publication. All supporting information must be submitted as
'supplementary files for review' with the original manuscript via ScholarOne
Manuscripts. 'Supporting Information’ will be made available alongside the online
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Page Charges

Any article which exceeds 6 pages (in the final published version) will be charged.
Excess pages, over and above 6 pages, must be paid for at a rate of GBP 165 per
page. A page contains about 5,400 letters on average, space between words
included (but not tables and figures).

Production Tracking

Online production tracking is now available for your article through Blackwell’s
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Authors can check the status of their articles online and choose to receive
automated e-mails at key stages of production. The author will receive an e-mail with
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to the system. Please ensure that a complete e-mail address is provided when
submitting the manuscript. Visit Author Services for more details on online
production tracking and for a wealth of resources including FAQs and tips on article
preparation, submission and more.
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