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RESUMO

Na proéstata, o crescimento e a fisiologia epitelial dependem da expressao dos receptores
de horménios esterdides por alguns tipos celulares e das interacbes paracrinas que se
estabelecem a partir da resposta inicial a estes horménios, associados a uma complexa
interacdo com hormdnios somatotréficos como insulina, prolactina e horménio de crescimento.
Este estudo investigou a acdo da insulina sobre a sobrevivéncia das células epiteliais
prostaticas frente a privagdo androgénica, e sua possivel contribuicdo para a defasagem entre a
queda dos niveis de andrégeno (até 12 horas apds castragdo) e o pico de morte das células
epiteliais (72 horas apds castragdo), monitorando a cinética de morte celular em animais
castrados em comparacdo com aquelas de animais diabéticos induzidos com aloxana. A
inducao do diabetes causou uma reducao da densidade de volume e do volume do epitélio.
Esta redugao foi maior com a aplicagao de insulina. O mesmo foi observado para as células
musculares lisas, mas nao para o compartimento luminal e estromal. A castragdo tem um efeito
tardio sobre o epitélio, com redug¢des tanto da densidade de volume como do volume somente
96 horas apds castracdo. Ja nos animais diabéticos o efeito &€ observado ja as 24h apods
castragado. Relagdo inversa se da com o lumen. Embora tenham sido observados aumentos na
densidade de volume do estroma, nao houve efeito significativo no volume final apés 120 horas.
No caso das células musuclares lisas, ndo foi observado efeito da castracdo, no periodo
analisado. Ja no caso dos animais diabéticos, ha uma reducao significativa dentro do periodo
analisado. A reacdo de Feulgen permitiu analisar a morfologia nuclear e a observar uma
antecipacéo do pico de apoptose para 48 horas apds a castracdo na auséncia de insulina. A
aplicacéo de insulina restaura a posicédo do pico para as 72h e diminui a taxa de morte celular
em todos os pontos experimentais analisados, antes e apds castracdo. Os mecanismos
moleculares envolvidos nestas respostas estao relacionados a privagdo androgénica associada
a um elemento de sobrevivéncia celular promovido pela insulina. Na auséncia desta, ocorre
uma antecipacao da morte das células epiteliais. Esta hipétese é reforcada pela observacao de
que a insulina exdégena nao somente restaura o pico as 72 horas, como reduz a taxa de

apoptose, inclusive nos animais nao castrados.
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ABSTRACT

Prostate growth and physiology depend on the expression of steroid receptors in some cell
types and on paracrine interactions established after the initial response to these hormones in
association with somatotrophic hormones such as insulin, prolactin and growth hormone. This
study investigates the action of insulin on the survival of prostate epithelial cells in response to
androgen deprivation, and its possible contribution to the lag between the drop in androgen
levels (within 12 hours after castration) and the peak of the epithelial cell death (at 72 hours after
castration), by monitoring the kinetic of cell death in castrated animals as compared to that in
alloxan-induced diabetic animals. Diabetes induction caused a reduction in epithelial volume
density and volume. This reduction was higher with the administration of insulin. The same was
observed for the smooth muscle cells, but not for the luminal and stromal compartments.
Castration has a later effect on the epithelium of non-diabetic animals, with reduction in the
volume density and volume only 96 hours after castration. In the diabetic animals, the effect is
already observed 24 hours after castration. The opposite behavior was observed for the lumen.
There were increases in the volume density of the stoma, but no effect on its volume 120 hours
after castration. Feulgen reaction allowed the examination of the nuclear morphology and the
observation of an anticipation of the peak of apoptosis to 48 hours after castration in the
absence of insulin. Insulin administration restores the peak to 72 hours and reduces the rate of
cell death in all experimental points. It is suggested that an element of cell survival promoted by
insulin acts in concert with the response to androgen deprivation. This idea is strengthened by
the observation that insulin not only restores the apoptosis peak at 72 hours, but also reduces

the percentual of apoptosis cells.
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1. INTRODUGAO

A préstata é uma glandula exocrina do aparelho reprodutor dos mamiferos. Esta glandula
contribui com uma fracao do liquido seminal capacitando a sobrevivéncia dos espermatozéides,
fornecendo ions (citrato, zinco), lipidios estruturais, varias enzimas proteoliticas e substancias
antiinflamatoérias e imunossupressoras (Garcia-Florez & Carvalho, 2005). Esta secrecao fica
alojada nos acinos e, no momento da ejaculacéo, é eliminada na uretra por contragdo das
células musculares lisas.

Por ser sitio de complicagcbes, esta glandula é amplamente pesquisada, visando
compreender a regulagdo do crescimento e sua e fisiologia, ja que inflamagdes e alteragdes
proliferativas benignas ou malignas decorrentes principalmente do envelhecimento sdo casos
clinicos comuns entre homens (Men et al., 2001). A existéncia desta glandula em fémeas

amplia ainda mais o interesse pelo 6rgao (Santos et al., 2006; Paulino, 2007).

1.1. Desenvolvimento da prostata

Em roedores, ao final da gestacao, inicia-se o desenvolvimento da glandula a partir de
brotos prostaticos que emergem do seio urogenital. O seio urogenital € uma subdivisdo da
cloaca embrionaria e é composto por uma camada epitelial derivada do endoderma que é
envolvida por uma camada mesenquimal originada do mesoderma. O seio urogenital surge 13
dias apdés a concepcdo em camundongos (Marker et al.,, 2003), sendo semelhante entre
machos e fémeas até aproximadamente os 17,5 dias poés-coito, quando a morfogénese
prostatica inicia-se em resposta aos androgenos produzidos pelos testiculos fetais (Wilson et
al., 1981; Marker et al., 2003).

A morfogénese prostatica inicia-se com uma intensa atividade proliferativa nos corddes de
células epiteliais do seio urogenital que invade o mesénquima subjacente (Alumuller, 1979;
Sugimura et al., 1986). Os passos seguintes (morfogénese ductal, canalizacio, diferenciacao
das células epiteliais e estromais) sédo estimulados por andrégenos e ocorrem devido a um
aumento transitério da concentracao de testosterona no periodo perinatal (Corbier et al., 1995).

Apesar deste processo ser dependente de andrégenos, algumas células, como o epitélio
do seio urogenital e os brotos prostaticos ndo expressam receptores de andrégenos funcionais

em niveis detectaveis, enquanto o mesénquima do seio urogenital e da préstata em formacao
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apresentam grande quantidade destes receptores (Cunha et al., 1987). Isto sugere que a acao
dos andrégenos durante a morfogénese prostatica deva ser indireta, ou seja, através do
mesénquima (Donjacour & Cunha, 1988).

As células epiteliais organizam-se em duas populagdes celulares distintas: uma camada
descontinua de células epiteliais basais ao longo de uma lamina basal, e uma populagédo de
células luminais colunares altas, além de um revestimento mesénquimal de células musculares
lisas (Hayward et al., 1996).

No periodo pds-natal entre a primeira e a segunda semana, ocorre uma alteragéo do
epitélio e do estroma para a formacgao do limen. Na segunda semana observa-se um pico de
proliferacdo, evento que é evidente também na sexta semana. Apds a terceira semana as
células epiteliais estdo polarizadas e fica evidente a regidao acromatica supranuclear de
localizagdo do complexo de Golgi, assim como comeca a ser observado o acumulo de secre¢ao
no lumen. Entre a quarta e a sexta semana ha um periodo de repouso e, nesta ultima semana,
inicia-se 0 aumento dos niveis de testosterona sérica. Na puberdade, a prostata inicia seu
crescimento, aumento seu peso seco e o numero de ramificagbes dos ductos (Sugimura et al.,
1986) sendo finalizado o seu desenvolvimento na maturidade sexual (Vilamaior et al., 2006), a

semelhanca do que acontece com humanos (Hamilton et al., 1959).

1.2. Anatomia e histologia prostatica

No homem, a préstata € um o6rgdo composto constituido de varios componentes
glandulares e ndo glandulares (McNeal et al, 1988). O componente glandular é formado por um
conjunto de estruturas epiteliais tubulos-alveolares, envolvidas por um estroma muscular. Em
roedores, a prostata € dividida em lobos ou também em PV, préstata dorsolateral e préstata
anterior (ou glandula de coagulacao) (Aumuller et al., 1979) (Figura 1).

Os lobos prostaticos diferem quanto aos tipos celulares (Cunha et al., 1987), padrao de
dutos (Hayashi et al., 1991), tipo de secregéo (Prins, 1991), resposta a hormonios (Prins et al.,
1992; Banerjee et al., 1995), padrao de expressao génica (Takeda et al., 1990) e de sintese
protéica (Lee et al.,1990; Prins et al., 1992; Banerjee et al., 1993). Cada lobo da prostata ventral
consiste de oito conjuntos de dutos que se originam a partir da uretra como uma estrutura
tubular simples que se ramifica distalmente

Varios tipos celulares também séo encontrados no estroma da préstata. Dentre eles estéao

0os mastocitos, os fibroblastos, as células endoteliais e os pericitos, ao lado de terminagdes
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nervosas e ganglios sensitivos. Cada célula desempenha um papel importante e especifico na
manutencao e fungido secretora na prostata ventral. Como nas demais glandulas, a atividade
das células epiteliais prostaticas é fortemente influenciada pelos componentes estromais, e as
diferengas fenotipicas das células epiteliais encontradas ao longo dos ductos prostaticos
parecem estar relacionadas com a distribuicdo diferenciada do tecido fibroso e muscular liso
(Prins, 1992; Lee et al., 1990; Sensibar et al., 1991; Nemeth & Lee, 1996).

B
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Figura 1. llustracdo esquematica da anatomia da prostata humana (A) (McNeal, 1969) e de
camundongo (B) (Cunha et al. 1987).

As CMLs representam 22% da area total da prostata humana (Shapiro et al., 1992),
predominando ao redor dos ductos, onde se encontram em intimo contato com a membrana
basal das células epiteliais. Ja na prostata ventral de ratos, as CMLs ocupam 5% do volume
total da glandula e 14% do estroma (Antonioli et al., 2004). As CMLs tém um papel
preponderante nos mecanismos de estimulagao paracrina sobre o epitélio (Farnsworth, 1999)
mas provavelmente também sobre as demais células estromais.

O conjunto de dutos é dividido em trés regides morfolégica e funcionalmente distintas,
denominadas proximal, intermediaria e distal, de acordo com sua posi¢cao em relagao a uretra
(Lee et al., 1990; Shabsigh et al., 1999). Foi evidenciada uma maior quantidade de fibroblastos
€ poucas células musculares lisas nas porgdes terminais dos dutos, associadas ao crescimento
da populacao de células epiteliais. Um epitélio com grande atividade secretora é circundado por
uma camada continua de células musculares lisas na porcao intermediaria. Nas porcdes
proximais ha uma menor quantidade de fibroblastos e maior quantidade de células musculares
lisas, associadas a maior freqiéncia de morte celular. Estes padrdes revelam que os arranjos
assumidos pelas células estromais podem estar relacionados com o fenoétipo das células
epiteliais (Nemeth & Lee, 1996).



1.3. Endocrinologia prostatica

O crescimento, diferenciacdo e manutencao da atividade da préstata sao controlados por
androgenos. Durante o desenvolvimento, o primeiro tecido alvo de andrégenos € o mesénquima
urogenital, que direciona o brotamento, ramificacdo e diferenciacdo epitelial por intermédio de
fatores paracrinos. Por outro lado, o epitélio em desenvolvimento induz a diferenciagao e o
padrdo morfolégico de desenvolvimento das células musculares lisas. Portanto, essa interacao
entre epitélio e mesénquima/estroma é bidirecional (Cunha et al, 1987). O brotamento prostatico
€ iniciado pela agao androgénica pré-natal (Timms et al., 1994). As subseqlientes morfogénese
ductal, canalizagao e cito-diferenciagao epitelial também precisam de estimulacdo androgénica
e estdo associadas a um aumento perinatal transitério na concentracido de testosterona
(Donjacour et al., 1988). Nosso laboratério demonstrou recentemente que a canalizagédo do
epitélio prostatico em ratos depende da morte de um grupo de células epiteliais em associagao
a polarizagao das células epiteliais luminais (Bruni-Cardoso & Carvalho, 2007).

A breve exposicao de roedores a estrégenos durante o desenvolvimento neonatal provoca
um efeito irreversivel e dose dependente na morfologia, organizacdo celular, e fungao
prostatica. Entretanto, a acdo dos estrégenos na morfogénese ductal e diferenciagdo celular
prostatica ainda nao estdo completamente esclarecida (Prins et al., 2001).

O desenvolvimento e o funcionamento prostatico também sdo modulados diretamente por
horménios somatotréficos (como insulina, prolactina e horménio do crescimento), acido retindico
e estrogenos (Webber, 1981; Prins et al., 2001), o que torna bastante complexo o mecanismo
da regulacao da fisiologia prostatica.

Adicionalmente, estd bem estabelecido que alguns dos andrdégenos circulantes sao
convertidos a estrogenos em varios tecidos periféricos, através da enzima aromatase (Simpson
et al., 1999). Essa enzima foi identificada na préstata humana, sugerindo ser este um local de
aromatizacdo e uma possivel fonte local de estrogeno (Tsugaya et al., 1996).

Exposicdo a baixas doses de estrégeno durante a gestacdo em camundongos provoca
aumento do peso da prostata no adulto, dos niveis de receptor de andréogeno e também do
brotamento (Nonneman et al., 1992). Se a dosagem do estrégeno for alta ocorre um “imprint”
permanente que inclui reduzido crescimento prostatico, defeitos na diferenciacao epitelial,
funcado secretora alterada e displasia associada a idade, semelhante a neoplasia intra-epitelial
(Prins, 1992; Prins et al., 2001). Acredita-se que esse “imprint” causado pela agao estrogénica
na préstata seja devido a alteragdes nas concentragdes de andrégeno via inativagdo do eixo

hipotalamo-hipoéfise-gbnada ou a um efeito direto na préstata (Huang et al.,, 2004). Estudos
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realizados em cultura de préostata ventral (cultura de 6rgdao) demonstraram que altas doses de
estrogenos inibem o crescimento e diferenciagao celular no desenvolvimento prostatico in vitro
(Jarred, et al 2000), sugerindo que isso possa ocorrer in vivo em adigdo aos efeitos indiretos via
supressao do eixo hipotalamico-hipofise-gbnada. Além disto, nosso laboratério tem identificado
um mecanismo geral de inibigdo da transcricdo e da tradugcao, que permite sugerir que a alta
incidéncia de prostatites seja devida a uma escassez de moléculas antiinflamatorias e anti-
bacterianas produzidas pela préstata (Augusto et al. em preparacao).

O AR e os ERs sao responsaveis pela mediagcédo dos efeitos fisiolégicos dos andrégenos
e estrogenos, respectivamente (Gelmann, et al 2002 e Sasaki, et al 2003). O AR atua
fundamentalmente como fator de transcricdo. Ele localiza-se no citoplasma €, com a ligagao da
testosterona ou da diidrotestosterona, dissocia-se de uma proteina HSP, dimeriza-se, e é
translocado para o nucleo, onde, em conjunto com uma série de co-ativadores e co-
repressores, ativa ou inativa diferentes conjuntos de genes pela ligacdo aos elementos
responsivos a andrégenos (AREs) (Heilein & Chang, 2004). O AR classico tem 110 KDa e
possui varias caracteristicas comuns os membros da familia dos receptores nucleares, como os
receptores de estrégeno, de progesterona, dos horménios da tiredide e os PPAR (Jacobs et al.,
2003).

O ER, assim como o AR, pertence a familia dos receptores nucleares e apresenta dois
subtipos, ERa e ERB, com papéis fisioldégicos distintos (Altundag et al., 2004). Os dois
receptores compartilham homologia entre si, mas sao produtos de diferentes genes (Yang et al.,
2003). Os dois receptores de estrogeno ERa e ERp estao presentes na préstata, sendo que no
animal adulto o ERa € expresso predominantemente no estroma e o ERP expresso
principalmente no epitélio (Weihua et al., 2002). Foi demonstrado que o silenciamento do ER
através da metilagdo do seu promotor pode estar envolvido na hiperplasia prostatica benigna e
no desenvolvimento do cancer de prostata (Li et al.,2000).

No desenvolvimento prostatico normal (proliferagcao e diferenciacao celular e ramificagao
ductal), assim como em outros érgaos ramificados, ha envolvimento de fatores de crescimento
e fatores morfogenéticos como FGF-10 e 7, HGF, BMP-4, SHH (Huang et al, 2004)

Uma boa correlagao entre as propriedades de invasao tumoral e o crescimento normal
das estruturas epiteliais foi sugerida para a glandula mamaria (Wiseman & Werb, 2002) e para o
pulmao (Kheradmand et al. 2002), pelo menos no que se refere a um estado proliferativo
aumentado do epitélio, a necessidade de degradagcdo da matriz extracelular adjacente e a
colonizacao de espacgos anteriormente ocupados pelo estroma. Este quadro parece ser também

verdadeiro na angiogénese (Feng et al. 1999), quando a membrana basal é degradada e
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substituida por uma matriz proviséria de fibrina, na qual as células endoteliais proliferam e a
partir de onde invadem o tecido adjacente. Além disso, Cunha e colaboradores (2004)
propuseram que os mecanismos envolvidos na organogénese prostatica, no que diz respeito a
aspectos de diferenciacao celular e interagdes epitélio-estroma podem ter relevancia na génese
e na biologia do cancer de préstata, sugerindo que o desenvolvimento tumoral prostatico
recapitule a ontogenia desse 6rgao. Desta forma, o estudo das possiveis vias de indugado de
morte das células epiteliais prostaticas no contexto da presenga ou auséncia de estimulo

androgénico parece ser bastante relevante.

1.4. A regressao prostatica

A involugdo da prostata seguida a castracdo tem sido extensivamente utilizada como
modelo para estudos da fisiologia da préstata. Esta involugdo € um complexo processo
fisiopatologico caracterizado pela perda de peso prostatico, apoptose das células epiteliais e
uma inversdao de uma estrutura predominantemente glandular para outra dominada pelo
estroma. Esta involugdo envolve uma significativa remodelagdo tecidual, a qual inclui a
remodelacdo do estroma e a eliminacdo das células apoptéticas (Kyprianou & Isaacs, 1988;
Powell et al. 1996; Carvalho & Line, 1996; Carvalho et al., 1997a, b; llio et al., 2000; Powell et
al., 1999 Vilamaior et al., 2000; 2005; Augusto et al., 2008).

Varios trabalhos tém mostrado que a castracdo de ratos promove uma significativa
diminuicdo do tamanho e peso da glandula prostatica. Este efeito é atribuido a parada na
sintese e uma acelerada liberagdo da secrecéo luminal, seguida pela redu¢do do tamanho das
células epiteliais, exclusao de varias destas células pelo processo de apoptose, resultando em
I6bulos menores formados por um epitélio cubico baixo (Kerr & Searle, 1973; Brandstrom et al.,
1994 Hu et al., 1998). Ainda, foi observado um declinio na sintese de DNA e de proteinas, no
conteudo e na complexidade do RNA e uma diminuicdo na expressdo de receptores de
androgenos (Aumuller & Seltz, 1990).

A reducgdo da préstata esta intimamente relacionada a diminuigéo do fluxo sangiineo para
o tecido (Lekas et al., 1997). Doze horas apds a castragdo algumas células estromais entram
em apoptose, dentre elas as células endoteliais que, através de mudancas no sistema vascular
da glandula promove o extravasamento n&o trombogénico das proteinas do plasma para a
regidao periglandular do tecido (Shabsigh et al., 1999), em associagdo a uma restricdo do leito

do vaso (Hayek et al., 1999). Esse processo degenerativo do sistema vascular da prostata
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precede o inicio da apoptose em células epiteliais que ocorre 72 horas apds a castragao
(Shabsigh et al., 1998), promovendo a perda das células epiteliais e a regressdo da préstata
induzida pela castracao (Buttyan et al., 1999; Shabsigh et al., 1998; 1999).

A apoptose nas células epiteliais estd associada a expressao de alguns componentes
como o ativador de plaminogénio do tipo uroquinase (Freeman et al.,, 1990) e a catepsina D,
sendo que essa Ultima provavelmente exerca um papel importante na formagao e na fagocitose
dos corpos apoptoticos (Sensibar et al., 1990; Wilson et al., 1991). Alguns trabalhos observaram
a marcagdo para a catepsina D nas diferentes regides da prostata ventral de ratos,
demonstrando que, quatro dias apds a castragdo, ocorre um aumento da marcagdo para
catepsina nas células epiteliais da regido distal, enquanto na regido proximal ocorre uma
diminuicdo no numero dessas células, indicando uma inversdo na distribuicdo das células
epiteliais em apoptose em comparagao com animais adultos ndo castrados. Ja sete dias apés a
castracao, as células epiteliais da regido proximal, embora atrofiadas, sdo destituidas de
marcacao para catepsina D (Lee et al.,1990).

Outros trabalhos demonstraram que privacdo de testosterona e sua subseqliente
reposi¢cao promovem a proliferacdo das células endoteliais, normalizando o volume vascular e
do fluxo sanguineo (Haggstrom et al.,1998). Na préstata ventral de camundongos, a reposigéo
androgénica, sete dias apds a castragdo, permite o retorno do seu tamanho original com uma
leve distensao dos ductos (Sugimura et al., 1986).

Ainda, durante a regressao prostatica, existe um aparente aumento na area seccional
ocupada pela matriz extracelular e células estromais (Kerr & Searle, 1973). Dentre estas, estao
as células musculares lisas localizadas abaixo, ou seja, proximo ao polo basal das estruturas
epiteliais, que assumem um fenétipo sintético, com uma fragdo miofibrilar reduzida (Zhao et al.,
1992; Vilamaior et al., 2000).

Antonioli et al. (2004; 2007) mostraram que as células musculares lisas tiveram seu
volume total diminuido e fendétipo alterado frente a privagao androgénica. A mudancga fenotipica
das células musculares lisas esta ligada a modificacbes gerais do estroma e parece ser
responsavel por algumas delas, incluindo a reorganizacao das fibras de colageno com as quais
elas estado intimamente associadas apds a castracao (Vilamaior et al., 2000).

Na matriz extracelular, a castragado promove alteragées nos niveis de glicosaminoglicanos
que, como o peso prostatico, pode ser revertido com a reposi¢cao de andrégeno (Kofoed et al.,
1990; Augusto et al., 2008).

Na prostata ventral podem ser encontrados trés tipos de glicosaminoglicanos sulfatados, o
dermatan sulfato, que é o mais abundante, e que apds a castracido €& o responsavel pelo
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aumento na concentracao de glicosaminoglicanos, o condroitim sulfato, que diminui, e o
heparan sulfato, que aparece aumentado nas membranas basais (Carvalho & Line, 1996).

Ja a concentragao colageno apresenta-se aumentada apds a castracao (Kerr & Searle,
1973), adotando um novo arranjo compativel com a redugao da superficie dos acinos (Vilamaior
et al., 2000).

1.5. Efeito da insulina

A insulina € o horménio que controla o metabolismo, mantendo a normoglicemia e a
normolipidemia.

A insulina ativa o seu respectivo receptor promovendo a sua autofosforilagdo em multiplos
residuos de tirosina. O receptor da insulina € composto por duas subunidades a, localizadas no
dominio extracelular, e duas subunidades [ unidas por pontes dissulfeto, que estao localizadas
no dominio transmembrana. A ligagcao da insulina a a-subunidade induz a autofosforilagdo de
tirosinas na subunidade B e esta, subsequentemente, fosforila seus substratos, os IRS, ERKs e
JNKs, que regulam diferentes vias de sinalizagao (Saltiel & Kahn, 2001).

As proteinas IRS se ligam e ativam varios dominios homoélogos a SHH incluindo a
subunidade p85 regulatéria da PI3-Kinase, a SHPTP-2 e varias pequenas moléculas
semelhantes a fatores de crescimento (White, 1997). A ativacido destes dominios SH2 inicia a
cascata de sinalizacdo que regula respostas metabdlicas, sobrevivéncia, crescimento e
diferenciacao celulares (Sun et al, 1991; Sun at al, 1995; Lavan et al, 1997; Lavan et al,
1997b).

A ativacdo da PI3-kinase responde a uma variedade de fatores de crescimento, citocinas
e hormdnios, incluindo a insulina (Stephens et al. 1993; Kohn et al. 1995). Esta enzima promove
um aumento no nivel de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato, quando ocorre um estimulo da célula
pela insulina. Subseqlientemente é ativada a PKB também conhecida como AKT. Um alvo
celular que a PKB pode fosforilar para proteger a célula de apoptose ¢ a BAD (Datta et al.
1997). Esta proteina, na forma desfosforilada, interage com membros da familia da B¢l como a
Bcly., e induz apoptose em algumas células. Apdés a BAD ser fosforilada na Serq3s pela PKB
esta se desassocia da Bcly,, e a apoptose é reduzida (Zha et al. 1996). O fato é que a PKB
pode segurar a via de sinalizagdo da apoptose por foforilagdo em proteinas alvo, tendo um
papel na supressao da apoptose, promogado do crescimento e proliferacdo (Whiteman et al.
2002; Franke et al. 2003; Brazil et al. 2004).



No entanto, a insulina ndo possui somente estas funcbes. A sua auséncia ou baixas
concentragoes séricas estdo associadas a problemas reprodutivos, tanto em mulheres como em
homens. Nestes ultimos, ocorre uma redugcao na testosterona sérica devido a efeito na fungao
das células de Leydig (Dinulovik et al. 1990) fato que é também evidenciado em ratos
submetidos a indugao do diabetes pela estreptozotocina (lkeda et. al. 2000).

Em ratos diabéticos ocorre uma reducdo da resposta da pituitaria ao GnRH
(Seethalakshmi et al. 1987), num mecanismo de feedback para o eixo hipotalamo-hipdfise,
reduzindo a sensibilidade da hipéfise ao transporte de esterdides para dentro das células
efetoras (Kirchick at AL. 1979; Dong et AL. 1991).

Em ratos adultos submetidos a indugcdo do diabetes pela estreptozotocina, ha uma
diminuicdo dos receptores de androgenos (Tesone et al. 1980), na captacdo e na retencao de
testosterona-tritiada em glandulas acessorias sexuais (Oksanen et al. 1975).

A insulina é essencial para a manutencao, fungao e integridade da préstata (Suthagar et
al. 2008), influenciando diretamente o crescimento prostatico. Na verdade, ndo somente a
préstata, mas o trato urogenital como um todo é dependente da insulina, sendo que a auséncia
deste horménio pode interferir na interacdo destes 6rgdos com a testosterona, fatores de
crescimento e receptores especificos (Yono et al. 2005).

Em animais submetidos ao diabetes induzido pela aloxana, ocorre uma grande variacao
morfoldgica da préstata, indicando que a deficiéncia de insulina, assim como da testosterona,
influencia diretamente este 6rgao, contribuindo para a incidéncia de inflamagbes e
possibilitando um desenvolvimento subseqlente de lesdes malignas e pré-malignas (Ribeiro et
al. 2008).

Os efeitos da insulina na ultra-estrutura das células epiteliais da préstata sao
caracterizados pela ocorréncia de alteragdes nos sistemas de biomembranas e de organelas
envolvidas no processo de secrecio, sendo este um efeito similar ao encontrado em animais
submetidos a castragdo, o que pode ser atribuido a um desbalango hormonal proveniente de

alteragdes no eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada (Carvalho et al., 2003).

1.6. Enfermidades prostaticas e diabetes



Diabetes mellitus é o décimo quinto causador de morte nos Estados Unidos (Jemal et al.,
2005) e, aproximadamente, um sexto dos homens acima dos sessenta anos tém o diagndstico
de diabetes (Cowie et al., 2005).

Alguns trabalhos vém atribuindo a existéncia de lesdes na prostata ventral de roedores a
baixas concentragdes séricas de insulina (Ribeiro et al., 2008) e afirmando que o efeito do
diabetes tanto experimental quanto espontaneo sobre a prostata é semelhante ao encontrado
na castragcao (Goes et al., 2007). No entanto, ainda € muito controverso o impacto do diabetes
sobre a prostata (Cagnon et al., 2000).

Apesar de todos estes efeitos, os estudos sobre as alteragdes fisiopatoldgicas promovidas
pelo diabetes tipo | tanto em humanos quanto em roedores sao escassos, tornando importante
a compreensao do comportamento prostatico nesta afecgdo. Ao contrario, trabalhos associando
diabetes tipo Il , que é caracterizado pela ineficiéncia da agao da insulina no tecido alvo
(Robbins, 1989), sao mais freqlientes.

Na maioria dos casos, o diabetes ndo é o grande vildo, pois a obesidade é o fator
desencadeador do quadro de diabetes tipo Il (Smith et al., 2008). A hiperplasia prostatica
benigna caracteriza-se pelo crescimento da area transicional e periuretral, resultado da
proliferagdo estromal e dos elementos glandulares (Berry, 1984). Esta patologia é raramente
encontrada em individuos com idade inferior a 40 anos, mas tem incidéncia aumentada em
individuos acima de 50 anos (Ziada, 1999), coerente com a sugestdo de que a prevaléncia de
diabetes e de hiperplasia prostatica benigna aumenta com a idade (Boon et al., 2001). Neste
contexto, é relevante mencionar que o diabético ndo dependente de insulina tem um
crescimento médio da préstata superior aos de individuos com diabetes dependente de insulina
(Boon et al., 2001; Hammarsten et al., 2001). O mecanismo responsavel por esta associagao
ainda nao é claro, porém ja foi sugerido que danos vasculares induzidos pelo diabetes tipo Il

podem contribuir para o desenvolvimento da hiperplasia prostatica benigna (Berger et a., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

Ha crescente interesse na compreensdo dos mecanismos de regulagdo hormonal em
varios processos fisioldgicos normais e na invasdo tumoral, principalmente quando sao
sobrepostos a disturbios metabolicos gerais.

Além disto, sabe-se da importancia da glandula prostatica ndo somente na fungao
reprodutiva masculina, mas como alvo de grande incidéncia de afeccdes, dentre elas a
hiperplasia prostatica benigna e os carcinomas. Parece entdo necessario o aprofundamento do
conhecimento dos mecanismos de regulacao da proliferacao, diferenciagdo e morte das células
prostaticas, considerando-se outros reguladores além dos andrégenos, haja vista a
ressurgéncia de tumores independentes de andrdégeno, seguida a castragdo quimica e/ou
cirargica, que € um dos maiores problemas relacionados a terapéutica dos tumores prostaticos
(Feldman & Feldman, 2001). A hipotese desenvolvida neste trabalho é que a insulina tem um
efeito tréfico sobre o epitélio prostatico e contribui para a sobrevivéncia das células epiteliais

num ambiente de privagdo androgénica.

3. OBJETIVOS

Determinar se a insulina tem efeito sobre a sobrevivéncia das células epiteliais prostaticas
durante a privagdo androgénica, contribuindo para a defasagem entre a queda dos niveis de
androgeno (12 horas apds castragdo) e o pico de morte celular (72 horas apés castracao),
monitorando cinética de morte celular em ratos Wistar tratados com aloxana até cinco dias apés

castragao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais e protocolo experimental

Foram empregados 72 ratos Wistar adultos jovens com 75 dias de idade, proveniente do
Centro Multidisciplinar de Investigacao Bioldgica da Universidade Estadual de Campinas. Os
animais foram mantidos na casa de manutengdo de animais em experimentacdo do
Departamento de Biologia Celular, em caixa de polietileno, com substrato de maravalha, sendo
fornecidas agua e ragao ad libitum.

Os ratos receberam trés injegbes, via intraperitonial de aloxana (5,6 - Dioxyuracil
monohydrate - Sigma Chemical Co., Saint Louis, MO, USA) (75mg/Kg) seguidas de duas
injecdes de dose maior (150mg/Kg). A droga foi diluida em tampao citrato 0,1M, pH 4,4, e
aplicadas em intervalos de 7 dias. Antes das aplicagbes os animais permaneceram 24 horas em
jejum e foram realizados testes de glicosuria e de glicemia. Constatado o quadro de
manifestacdo de diabetes (glicosuria, acima de 28mmol/L e glicemia acima de 350mg/dL), os
animais receberam mais uma dose de aloxana apés 7 dias (dose de estabiliza¢do) e, apos 48
horas, foram castrados cirurgicamente, via escrotal, sob anestesia com cloridrato de cetamina
(80mg/Kg) e xilazina (10mg/kg).

Os ratos foram divididos em 3 grupos diferentes: ratos nao diabéticos, ratos diabéticos e
ratos diabéticos tratados com insulina. O grupo de animais diabéticos tratados com insulina
recebeu aplicagdes subcutineas de insulina (2U/100g) duas vezes ao dia, uma as 8 horas e
outra as 18 horas, com inicio 24 horas apos a dose de estabilizacdo. O tratamento prolongou-se
até o dia do sacrificio do animal (Soudamani, 2005).

Animais de cada grupo foram sacrificados 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a cirurgia.
Todos os ratos foram anestesiados como acima e posteriormente sacrificados por
aprofundamento de anestesia e pesados. Apds coleta de amostras de sangue por pungao
cardiaca, as prostatas ventrais foram dissecadas e processadas para inclusdo em historesina
de forma rotineira (Leica Nussloch, Heildelberg, Germany).

Os experimentos foram realizados e aprovados pela Comissdo de FEtica em

Experimentagdo Animal da Unicamp (Protocolo nimero 1489-1).
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4.2. Dosagem sérica de insulina, testosterona e estradiol

Os niveis séricos de insulina foram determinados por radioimunoensaio usando insulina
de rato como padrao, '?*l-marcada bovina como o tragador radioativo e anticorpo de porco anti-
insulina (Scott et al. 1981). As variag¢des intra-ensaio e inter-ensaio deste método sdo de 8 % e
14 %, respectivamente. O processo detecta a insulina sérica de rato entre 0,039 a 5,0 ng/ml.

Os niveis plasmaticos de testosterona foram estimados por radioimunoensaio. As
amostras do sangue foram obtidas através de punc¢éo cardiaca imediatamente apds o sacrificio
dos animais. O plasma foi separado por centrifugagcao e armazenado a -20°C para posteriores
ensaios hormonais. A concentragao de testosterona foi medida em amostras de plasma usando
Coat-A-Count kit (Diagnostic Products, Los Angeles, CA, USA). As variacdes intra-ensaio e
inter-ensaio deste método séo de 2,33% e 4,05%, para testosterona e E2, respectivamente. A
sensibilidade do teste para a detecgdo de testosterona e E2 foi de 1,08 ng/dL e 1,75 pg/mL,

respectivamente.

4.3. Analise estereologica

Seccbes em historesina com dois micrdbmetros foram obtidas e coradas com hematoxilina
e eosina. As secgdes foram fotografadas e a estereologia realizada com o uso do sistema de
Weibel, com uma grade de 140 pontos, como descrito para a préstata de ratos por Huttunen et.
al. (1981). As Vv% do epitélio, do lumen, do musculo liso, e do estroma ndo muscular foram
determinadas a partir de 6 campos microscoépicos por animal (n=4). Como parte de uma analise
exploratéria, o volume de cada compartimento foi determinado baseado no peso prostatico
meédio para cada grupo (Garcia-Florez et al. 2005), considerando a gravidade especifica de
1g/mL (DeKlerk & Coffey, 1978).

4.4. Deteccao de apoptose e determinacao do indice apoptético

4.4.1. Reacao de Feulgen
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Secgdes em historesina foram submetidas a reacdo de Feulgen. As secgdes foram
hidrolisadas com HCI 4 N por 92 minutos e a seguir tratadas com reativo de Schiff por 45
minutos. Apos a lavagem extensiva, as se¢des foram desidratadas e montadas com Entelan.
Seis campos microscopicos tomados ao acaso das préstatas ventrais de 4 ratos por grupo
foram analisados e o indice apoptético foi determinado dividindo o numero de nucleos
apoptoticos pelo numero total dos nucleos encontrados no campo do microscopio, usando
objetiva de 100X. Os nucleos apoptoticos foram identificados pela picnose caracteristica e pela
fragmentagcdo nuclear, como relatado por Kerr e Searle (1973). Somente o epitélio foi

considerado para estas contagens (Garcia-Florez et al., 2005).

4.4.2. Reacao de TUNEL

A fragmentacao do DNA foi detectada usando o kit de deteccao de fragmentacdo de DNA
(Promega, Promega, Madison, WI, USA), seguindo as instru¢bes do fabricante. Os nucleos
apoptéticos foram identificados usando um microscopio Zeiss Axioskop (Jena, Germany) e as
micrografias foram obtidas com filme Kodak 400 Kodacolor. A quantificagao foi realizada como

no item 6.4.1.

4.5. Analises estatisticas

Os dados foram apresentados como média * desvio padrdo da média. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foi empregado para
analises pos hoc, quando aplicavel, para comparar as medidas obtidas nos diferentes grupos
experimentais ou entre diferentes periodos apds castracdo dentro do mesmo grupoAs

diferengas foram consideradas significativas quando p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Peso Corporal

O peso corporal médio de ratos Wistar ndo diabéticos aos 90 dias de idade foi de 206 g.

A castragao nos ratos Wistar ndo diabéticos promove uma elevagao progressiva do peso
corporal até 58%, atingindo o peso maximo (~326 g) nas 48 horas apds a castragdo. Ja nos
animais diabéticos ha uma queda transitéria de cerca de 21% apds a castragdo, com
restauracdo do peso original as 96 horas (Figura 2). A aplicagdo de insulina aos animais
diabéticos impediu a queda transitéria do peso corporal que ocorreu com a castracdo dos

animais diabéticos (Figura 2) porém nao restaurou o peso do animal.
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Figura 2. Variagédo do peso corporal relativo apds a castragdo. NC = ndo castrados.

S&o indicadas as médias percentual + desvio padrdo percentual (n=3). Letras diferentes indicam
diferencas entre os grupos numa mesma situagcao experimental. Simbolos diferentes indicam diferencas
entre os pesos dos animais entre os grupos experimentais (ndo castrados ou em diferentes periodos

apos castragéo).
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5.2. Peso Prostatico

O peso médio da prostata ventral de ratos Wistar ndo diabético foi de 206 mg, o que
corresponde a 0.1% do peso do animal. O peso prostatico nao se alterou com a inducédo do
diabetes pela aloxana, nem com a aplicacao de insulina aos animais diabéticos (Figura 3).

Cinco dias apds a cirurgia os animais nao diabéticos e castrados apresentaram uma
diminuicao de cerca de 57% no peso da glandula. Nos animais diabéticos, a castragao resultou
em uma redugado progressiva do peso prostatito chegando a 51% do peso dos animais
diabéticos ndo castrados. Ja nos animais diabéticos, castrados e que receberam insulina houve
rapida perda de peso até 48 horas apds a castragao (~58% no peso relativo da prostata), sem

mostrar reducéo adicional até o periodo de 120 horas (Figura 3).
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Peso relativo (%)

Figura 3. Variacao do peso relativo (expresso como percentual do peso corpéreo) da préstata ventral de
ratos apos a castracdo nas trés situagdes experimentais (ndo diabéticos, diabéticos e diabéticos tratados
com insulina). Sdo Indicados as médias + desvio padrao (n=3). Letras diferentes indicam diferenga entre
0s grupos numa mesma situagao experimental. Simbolos diferentes indicam diferengas entre os pesos
dos animais entre os grupos experimentais (ndao castrados ou em diferentes periodos apés castragdo. NC

= nao castrados.
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5.3. Condicoes hormonais

Os niveis séricos de insulina nos ratos Wistar adultos diabéticos induzidos pela aloxana
resultou em uma queda na concentragcdo de insulina abaixo do nivel comum para animais
sadios em jejum (0,3 ng/mL), portanto, ndo atingindo o nivel para animais sadios e alimentados
(1,6 ng/mL). No entanto, os animais diabéticos que receberam insulina apresentaram valores
superiores ou proximos a 1,6 ng/mL.

O nivel sérico médio de testosterona em ratos Wistar ndo diabético foi de 334,6 ng/dL. A
inducao do diabetes causou reducao de cerca de 50% nestes valores, embora nas presentes
condigbes experimentais e de tamanho da amostra o resultado ndo tenha sido significativo
(Tabela 1). Apo6s o tratamento com insulina amenizou a queda do nivel sérico de testosterona,
que subiu para 217,7 ng/dL.

Com relagao a castracdo, pode se observar uma queda de aproximadamente 99% do
nivel de testosterona nos trés grupos experimentais, ja as 24 horas apos cirurgia.

O nivel sérico de estradiol em ratos Wistar machos adultos nao diabético é de 36,4 pg/mL.
Com a indugao do diabetes este valor diminuiu cerca de 57% (15,56 pg/mL) e apds a aplicagéo
de insulina o nivel sérico de estradiol se mantém a valores encontrados em ratos Wistar adultos
nao castrados (Tabela 1).

O nivel sérico de estrégeno diminui cerca de 51% apds castracdo. Nos animais
diabéticos, o nivel sérico de insulina apresenta-se baixa e nao sofreu alteracdo apés a
castragao, porém, nos animais diabéticos tratados com insulina, ndo houve alteragao dos niveis

séricos de estradiol.
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Tabela 1 — Miveis séricos de testosterona e 17-F-estradiol em em ratos Wistar adultos, castrados e ndo
Os= valores representam a média desvio £+ padrio.

castrados apds o tratamento com aloxana.

Testosterone E2*
Horas apds castragéo (ng/dL) (po/mlL)
Mao Diabetico Diabetico Diabético + Insulina Mao Diabetico Diabético Diabético + Insulina
Mao castrado 334 56 + 204 22 18998 £ 5227 277011003 644 £203° 15 56 +10,59% 3289 +505"
24 =108 =108 M.D. 3016 £533° 1690 + 4 5% MO
43 =108 =108 =103 1242 +306" 14 92 £ 10 567 d332+005%
72 =108 =108 =103 2425 +2 95 18953 +903 074 +£6M
95 N.D. 214 +081 M.D. M.D. B52+8M MO
120 =108 =108 M.D. 1796 £567 1054 £2 23 MO

Os= simbolos diferentes sobre os dados indicam valares estatisticos diferentes para < 005,
M.0. = ndo determinada
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5.4. Histologia e Distribuicao dos Compartimentos Teciduais

A Figura 4 mostra os aspectos histoldégicos da prostata ventral de ratos Wistar ndo
diabéticos, diabéticos e diabéticos tratados com insulina ndo castrados e 120 horas apés a
castragdo. A prostata de ratos adultos apresenta uma organizagédo lobular, com um epitélio
cilindrico simples na sua regido intermediaria, com estroma esparso. As células epiteliais sédo
polarizadas, com nucleo basal. O interior do lumen acumula secrecéo de natureza protéica. Ao
redor do epitélio sdo encontradas células musculares lisas que formam uma camada Unica.
Além delas sdo observados vasos sanglineos e outros tipos celulares (Fig. 4A). A castracao
leva a uma reducdo da altura da célula epitelial. A estrutura dos acinos demonstra uma
organizagao pregueada. O estroma se torna denso, com muitos tipos celulares. Ha também um
acumulo de células musculares lisas em camadas multiplas (Fig. 4B). O diabetes promoveu
uma reducdo da altura das células epiteliais. Nao foram notadas alteracbes estruturais
marcantes no estroma, considerado o tempo de indugao do diabetes (Fig. 4C). A castragao dos
animais diabéticos levou a uma redugdao ainda mais proeminente da altura das células
epiteliais. O estroma pareceu menos denso do que nos castrados nao diabéticos e as células
musculares lisas foram menos evidentes (Fig. 4D). A aplicagdo de insulina aos animais
diabéticos amenizou a queda da altura do epitélio (Fig. 4E). A aplicagdo de insulina aos animais
diabéticos castrados resultou em células epiteliais baixas, com aparente reducdo do estroma.
Entretanto, nao foi observada a mesma abundancia de células musculares lisas no estroma.

O epitélio é o compartimento predominante da préstata ventral, correspondendo a cerca
de 47% do volume da glandula e a um volume médio de 0,153 mL (Figuras 5A e E).

A inducdo do diabetes causa uma reducao na fragdo volumétrica (densidade de volume e
no volume ocupado pelo epitélio. A aplicagado de insulina n&o recupera esta diminuigdo dentro
do tempo de aplicacdo empregado neste estudo. (Figuras 5A e E). Contrabalanceando a
diminuicdo da densidade de volume do epitélio, ocorreu um aumento deste parametro para o
compartimento luminal, o que é reforcado pela aplicagcdo de insulina (Figura 5B). Estas
variagbes ndo foram suficientes para promover aumento significativo do volume do limen
(Figura 4F). Ja a densidade de volume e o volume do estroma nao foram afetados pela indugéo
do diabetes e nem pela aplicagdo de insulina (Figuras 5C e G) dentro do periodo analisado
considerado o curto tempo de exposi¢cao ao diabetes e de reposi¢cao de insulina.

A semelhanca do que aconteceu com o epitélio, a densidade de volume e o volume
ocupados pelas ceélulas musculares lisas (Figuras. 5D e H) foram menores nos animais

diabéticos e ainda menores nos animais diabéticos tratados com insulina.
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A densidade de volume e o volume ocupado pelo epitélio mostra redugao significativa
somente 96 horas apds a castracéo, chegando a cerca de 35% dos valores obtidos para os
animais nao diabéticos. Ja nos animais diabéticos, a redugdo da densidade de volume do
epitélio € mais rapida, enquanto houve pouca variagao nos valores obtidos para os animais
diabéticos que receberam insulina, que ja apresentavam uma redugdo deste parametro antes
mesmo da castragdo (Figura 5A). O volume epitelial médio diminuiu progressivamente em
resposta a castracdo, tanto em animais n&o diabéticos, quanto em diabéticos e em diabéticos
que receberam insulina (Figura 5D). A reducao, entretanto, é mais suave nos animais nao
diabéticos do que nos animais diabéticos e nos diabéticos que receberam insulina. Apesar
apresentarem cinéticas diferentes, foi notada uma reducdo maxima de 65% no volume ocupado
pelo epitélio nos trés grupos experimentais, as 120 horas ap6ds castragao (Figura 5E).

A castracdo tem pouco efeito na densidade de volume e no volume ocupado pelo lUmen
e pelo estroma ao longo do periodo analisado (Figuras 5B-C e F-G).

A castracdo de animais ndo diabéticos néo resulta em queda da densidade de volume e
do volume ocupado pelas células musculares lisas dentro do periodo analisado. Entretanto, ela
reforca a reducéo da densidade de volume e do volume ocupado por estas células causado

pelo diabetes e pela aplicagao de insulina exégena (Figuras 5D e H).
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Diabético

Diabético + insulina

Figura 4. Aspectos histolégicos da PV de ratos nas diferentes condigbes experimentais. A. Aspectos

histologicos da PV de animais nédo diabéticos. Observa-se o epitélio cilindrico simples com células

polarizadas e nucleo basal, delimitando um Iumen amplo repleto de secregdo protéica. O estroma é

esparso, com poucas células e poucos elementos fibrilares. B. A castragdo causa redugéo da altura do

epitélio, diminuicdo da luz, aumento da densidade de células musculares lisas e adensamento do

estroma tanto com respeito ao numero de células quanto na quantidade de elementos fibrilares da matriz
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extracelular. C. O diabetes leva a uma diminuigdo da altura do epitélio e alteragdes menores no estroma,
como ligeiro aumento dos elementos fibrilares da matriz extracelular. D. A castragdo dos animais
diabéticos reforgou a regressao epitelial, mas pareceu atrasar as alteragbes do estroma. E. A aplicacéo
de insulina restaurou parcialmente a arquitetura tecidual da PV em animais nao diabéticos, mas pareceu
acelerar as alteragdes do epitélio. Os detalhes mostram aspectos das células epiteliais e da associagao
das células musculares lisas com a base do epitélio. Barras de aumento: A-F = 100 um e os “inset” = 50

pm.

22



Volume relativo (Vv%)
N w B n [}
o o o o o

N
o
!

Epitélio

—l— Nao diabético
~-O- Diabético
-/\-- Diabético + insulina

80+
70+
60+
50+
40+
30+
20+
104

Volume relativo (Vv%)

NC 24 48 72 9

Horas apés castragéo

Lamen

70,
60+
50+
401
30
20+

Volume relativo (Vv%)

104

NC 24 48 72 9
Horas apds castragéo

120

Estroma

(@

35+
30+
254
204
154
10+

5

Volume relativo (Vv%)

0

T T T T T T

48 72 96 120
Horas ap6s castragao

Célula muscular lisa

O

Horas apés castragéao

23

Volume (mL)

Volume (mL)

Volume (mL)

Volume (mL)

0.250+
0.225+
0.200+
0.175+
0.150
0.125+
0.100+
0.075+
0.050+
0.025-
0.000

Epitélio

0.1754
0.150+
0.125+
0.100+
0.075+
0.050+
0.025+

0.000

Lumen

Horas apos castragao

0.175-
0.150+
0.125+
0.100+
0.075+
0.050+
0.025+

0.000

NC

Estroma

Horas apés castragéo

0.090+

0.075+

0.060+

0.045-

0.030+

0.015+

0.000+

NC

24

Horas apos castragéo

Célula muscular lisa

b b
g
b -

T

ab

T

24

T T

48 72 96

Horas apds castragao



Figura 5. Analise estereoldgica dos compartimentos teciduais da prostata ventral de ratos. A-D
correspondem ao Vv% e E-H correspondem ao volume (mL) de cada compartimento. NC = néo
castrados. Os valores representam média + desvio padrao. As letras diferentes sobre as médias indicam

diferenca estatistica entre os grupos quando p < 0.05.

5.5. Variacao no numero de nucleos apoptéticos

Os ndcleos apoptoticos foram identificados pela picnose caracteristica e pela
fragmentacao nuclear, como relatado por Kerr e Searle (1973) (Figura 6). Somente o epitélio foi

considerado para estas contagens (Garcia-Florez et al., 2005).

Y
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A B C

Figura 6. Aspectos morfolégicos dos nucleos de células epiteliais prostaticas da PV de ratos. A.
Aspectos morfoldgico dos nucleos das células epiteliais prostaticas de rato ndo castrado. Observa-se o
nucleo esférico e com coloragdo entre as células adjacentes. B. A castragdo promove uma alteragdo na
coloragado do nucleo indicado pela seta demonstrando-se mais intensa, sugerindo a compactagao da
cromatina, etapa caracteristica de nucleos de células epiteliais em processo de apoptose que é
denominada como picnose. C. A castragdo ainda promove alteragdes marcantes nos nucleos indicado
pela seta que apresenta-se fragmentados apresentando com coloragéo intensa comparado com as
células adjacentes, sugerindo a fragmentagdo da cromatina etapa também caracteristica de nucleos de

células epiteliais em processo de apoptose. Barras de aumento = 10 um.
O percentual de nucleos apoptéticos identificados pela reacdo de Feulgen em células

epiteliais da préstata ventral de ratos ndo submetidos a intervengdes experimentais foi 0,7 %.

Apods a inducdo do diabetes pela aloxana ndo ocorreu alteragao significativa neste indice.
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Porém, a aplicagdo de insulina aos animais diabéticos induzidos pela aloxana propiciou uma
reducéao de cerca de 92% dos nucleos apoptoticos (Figura 7).

Os animais submetidos a castragcdo apresentaram um pico de nulcleos apoptoticos 72
horas apds a remocdo dos testiculos, correspondendo a um aumento de seis vezes. As 96
horas este numero sofreu uma queda de 32%, retornando aos niveis dos animais nao
diabéticos 120 horas apos a castracdo (Figura 7).

Nos animais diabéticos ocorreu um adiantamento do pico de células apoptdticas para 48
horas apos castracdo, retornando aos niveis basais 96 horas apos a castragao (Figura 7).

A aplicacao de insulina aos animais diabéticos promoveu uma restauracido da posicao do
pico de apoptose nos animais diabéticos para as 72 horas apos castracdo. Além disto, houve
também uma reducdo da taxa de apoptose tanto nos animais nao castrados quanto nos

castrados nos diferentes periodos apos castragao (Figura 7).
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Figura 7. Variagdo no percentual de nucleos apoptéticos de células epiteliais prostaticas de ratos adultos
ndo diabéticos, diabéticos e diabéticos tratados com insulina apos castragdo. A castragdo de animais
ndo diabéticos resulta em um pico no numero de nucleos apoptéticos as 72 horas. Nos animais
diabéticos este pico é antecipado para 48 horas apds castragao. A aplicagao de insulina retorna o pico
para as 72 horas apos a castragdo diminui o percentual de nucleos apoptéticos tanto nos animais néo
castrados quanto ao longo dos cinco dias apdés a castragdo. NC = ndo castrados. Os valores

representam média + desvio padrdo. As letras diferentes indicam diferenga entre os grupos numa mesma
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situacao experimental. Os simbolos diferentes indicam diferengas entre os pesos dos animais entre os

grupos experimentais (ndo castrados ou em diferentes periodos apds castragdo).

5.6. Variacao no numero de nucleos com fragmentacao de DNA

A quantificagdo dos nucleos que apresentaram fragmentacdo de DNA revelou resultados
semelhantes aos encontrados com a contagem do numero de nucleos com morfologia
apoptédtica, apos reacéo de Feulgen.

O percentual médio de nucleos com fragmentagdo de DNA nas células epiteliais da
prostata ventral de ratos nao diabéticos, revelados pela reagdo de Tunel, foi de 1,23%. Com a
indugao do diabetes pela aloxana foi possivel observar uma reducéo no indice de morte celular.
Além disto, a aplicagao de insulina aos animais diabéticos resultou em uma redugéo de 81,3%
no numero de nucleos com fragmentagdo de DNA, com respeito aos animais controle (Figura
8).

A castracdo de animais nao diabéticos leva a um aumento do numero de nucleos com
fragmentacdo de DNA as 72 horas apds cirurgia. Nos diabéticos, hd um aumento no valor
médio de nucleos com fragmentagcdo de DNA as 48 horas. A aplicagédo de insulina aos animais
diabéticos, diminui o nimero de células com fragmentagido de DNA tanto as 48 como as 72

horas (Figura 9), mas reconstitui a maior freqtiéncia para este ultimo periodo (Figura 8).
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Figura 8. Variagcdo do numero de nucleos com fragmentacdo de DNA em nucleos células epiteliais
prostaticas de ratos adultos ndo diabéticos, diabéticos e diabéticos tratados com insulina, identificados
pela reacdo de TUNEL. A castracdo de animais nao diabéticos resulta em um aumento do nimero de
nucleos com fragmentagéo de DNA as 72 horas. Nos animais diabéticos ha um aumento no valor médio
de ndcleos com fragmentacao de DNA as 48 horas, com tendéncia a redugéo da sua quantidade as 72
horas. A aplicagdo de insulina diminui a ocorréncia de fragmentagdo de DNA, mas a maior frequéncia é
observada as 72 horas. ND = n&o diabético, D = diabético e D+l = diabético tratado com insulina. Os
valores representam média + desvio padrdo. Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os

nao castrados e em diferentes periodos apds castragéo, considerando p < 0.05.
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Figura 9. Variacdo do numero de nucleos com fragmentacdo de DNA em nucleos células epiteliais
prostaticas de ratos adultos ndo diabéticos, diabéticos e diabéticos tratados com insulina, identificados
pela reacdo de TUNEL. A-C, correspondem a ratos Wistar adultos ndo diabéticos, A. préstata ventral de
rato Wistar ndo castrado, B. préstata ventral de rato Wistar apds 48 horas de castragdo, C. prostata
ventral de rato Wistar apds 72 horas de castracdo. D-F, correspondem a ratos Wistar adultos diabéticos,
D. prostata ventral de rato Wistar ndo castrado, E. prostata ventral de rato Wistar apés 48 horas de
castragéo, F. prostata ventral de rato Wistar apds 72 horas de castragdo. G-I, correspondem a ratos
Wistar adultos diabéticos tratados com insulina, G. prostata ventral de rato Wistar ndo castrado, H.
prostata ventral de rato Wistar apds 48 horas de castracao, . prostata ventral de rato Wistar apds 72
horas de castragdo. A castracdo de animais nao diabéticos resulta em um aumento do numero de
nacleos com fragmentagdo de DNA as 72 horas. Nos animais diabéticos ha um aumento no valor médio
de nucleos com fragmentacdo de DNA as 48 horas, com tendéncia a reducédo da sua quantidade as 72
horas. A aplicagdo de insulina diminui a ocorréncia de fragmentagdo de DNA, mas a maior frequéncia é

observada as 72 horas. As setas indicam os nucleos apoptéticos. Barras de aumento = 100 ym
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6. DISCUSSAO

O desenvolvimento e a atividade da prostata sdo influenciados pela insulina. Este
horménio regula o eixo hipotalamo-hipéfise-gbnada, reduzindo a produgdo de testosterona
pelos testiculos (Kirchick et al., 1979). Alguns trabalhos identificaram a presenca de receptores
de insulina (Saucier et al., 1981) e de IGF-1 na préstata, indicando que ambos podem contribuir
para o crescimento prostatico (Stattin et al., 2001; Ohlson et al. 2006).

Alguns trabalhos demonstraram que o diabetes causa alteragbes na ultra-estrutura das
células epiteliais e que estas alteragcdes podem ser revertidas com a aplicagao do horménio na
forma sintética (Carvalho et al., 2003; Soundamani et al., 2005). Quando interrompida a
producgdo de insulina durante a maturagdo sexual, ocorre um prejuizo no desenvolvimento da
glandula prostatica (Soudamani et al.,, 2005). Em adultos, o diabetes induzido pela
estreptozotocina promove uma alta incidéncia de infiltrados inflamatérios na préstata, além de
aumentar a incidéncia de lesdes pré-malignas e malignas em ratos (Ribeiro et al., 2008).

Ja foi demonstrado que a castragdo aumenta o nivel de fosforilagao inativadora em serina
307 (as 24 horas) e diminui o conteudo de IRS-1 (as 48 horas apds cirurgia) (Ohlson et al.
2006). Isto afeta a resposta da prostata ventral ao IGF-1, reduzindo a proliferagao celular do
epitélio e 0 aumento da densidade de volume do leito vascular, observado nos animais intactos.
Estas alteragbes explicam a resisténcia periférica a insulina em ratos machos castrados e sua
reversao pela aplicagcdo de testosterona (Halmang & Bjorntorp, 1992). Mais recentemente, foi
demonstrado que a deficiéncia em testosterona resulta em comprometimento da producgao de
insulina e da expressao do seu receptor em musculo, figado e tecido adiposo (Muthusamy et al.
2007). Estes resultados demonstram a existéncia de um mecanismo de regulagéo enddcrina
cruzada entre insulina e andrégenos e sugerem uma associagdo entre envelhecimento,
obesidade, niveis reduzidos de testosterona e incidéncia do diabetes,

A castragcdo cirurgica promove a eliminagdo quase completa da concentragdo de
testosterona circulante. Trabalhos sugerem que esta redugéo ocorre menos de 12 horas apés a
castracao e a reducado em animais castrados é de 95% (Kashiwagi et al. 2005).

A prostata ventral de ratos regride apds a remogao da testosterona pela castragdo, o que
envolve a morte de células endoteliais e alteragbes vasculares (Shabsigh et al. 1998), a morte
de células epiteliais (Kerr e Searle, 1973; Kyprianou & Isaacs, 1988; Isaacs et al. 1994) e
alteragbes nas células musculares lisas e da matriz extracelular (Carvalho & Line, 1996;
Carvalho et al., 1997a; 1997b; Vilamaior et al., 2000; 2005; Antonioli et al., 2004; 2007; Augusto
et al., 2008).
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No presente trabalho, investigamos o papel da insulina em ratos adultos submetidos a
castracdo, procurando evidenciar seu papel na sobrevivéncia celular e sua participacdo na
defasagem entre a queda dos niveis de testosterona e o pico de apoptose das células epiteliais
que ocorre 72 horas apés a cirurgia.

O tratamento com aloxana foi eficaz em produzir um quadro diabético caracterizado por
glicemia elevada e glicosuria. Optamos por utilizar um modelo agudo de diabetes, para evitar
efeitos cumulativos de alteragdes em resposta a hipo-insulinemia e/ou hiperglicemia ou
aplicagao prolongada de insulina, porém, com estes estudos ainda nao € possivel distinguir se
os efeitos aqui apresentados sdo devidos aos seguintes fatores, tratamento pela aloxana,
hiperglicemia proveniente da manifestacao do diabetes tipo | ou pela propria diabetes.

No presente estudo, identificamos uma reducao do nivel de testosterona que teve seu
valor médio reduzido a metade. O tratamento com insulina recuperou em parte esta queda.
Talvez por causa do niumero de animais utilizados, as diferengas nao foram significativas, como
apontado em outros trabalhos (Carvalho et al.,, 2003; Ribeiro et al., 2007). Foi também
demonstrado que ha uma diminui¢cao nos niveis de 17p-estradiol nos animais diabéticos e uma
recuperagao dos niveis observados nos animais ndo diabéticos apds o tratamento com insulina
exoégena. Observacao semelhante foi publicada por Suthagar et al. (2009). O 17B-estradiol tem
agdes diretas e indiretas sobre as glandulas acessorios do aparelho reprodutor, incluida a
prostata ventral, que expressam receptores especificos (Risbridger et al. 2001; Prins & Korach
2008). Foi também demonstrado que o mesmo efeito ocorre na inducdo do diabetes pela
estreptozotocina (Sudha et al., 2000) e que essa redugdo na concentracao de 17B-estradiol
promove a diminuicdo no conteudo dos receptores de estrogeno (Suthagar et al. 2009). O
tratamento com insulina recupera os niveis de estradiol. Um achado curioso, foi que isto ocorre
também nos animais castrados, pois levanta a questdo de qual seria o precursor para a sintese
de 17B-estradiol nestes animais, nos quais a concentracéo de testosterona esta abaixo do nivel
de deteccdo dos métodos empregados. E possivel, entretanto, que haja contribuicio de
andrégenos produzidos pela glandula adrenal, como a deidroepiandrosterona, que também
pode ser convertida a estrégeno pela enzima aromatase.

Os experimentos demonstraram que o0 peso corporal de ratos diabéticos induzidos pela
aloxana aumenta significativamente. Yono et al. (2005) obteve o mesmo resultado para a
linhagem de ratos BB/Wor, cujos machos manifestam a sindrome hiperglicémica
espontaneamente entre os 50 e os 90 dias de idade (Rossini et al., 1995) e para ratos BB/Wor
que nao manifestaram diabetes espontaneamente e foram tratados pela estreptozotocina. A
insulina € um hormonio classificado com anabdlico, tendo uma importante fungéo na regulagao
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do peso corporal e do metabolismo (Flakoll et al., 2000) e este aumento de peso pode ser
devido a uma maior ingestao de agua ou alimentos nas etapas iniciais do diabetes

O peso da glandula prostatica ndo se altera nos animais diabéticos, diferentemente do
que foi demonstrado por Yono et al. (2005) e Ribeiro et al. (2007). Estes autores afirmam que o
diabetes promove uma reducdo do peso prostatico em fungdo de uma diminuigdo do nivel
sérico de testosterona. Embora ndo tenhamos encontrado diferenca significativa na
concentracao de testosterona, foi evidente uma queda no valor médio obtido. Portanto, parece-
nos que a diferenga entre nossos resultados e os daqueles grupos seja devida principalmente
ao tempo de exposicao ao diabetes.

A semelhanga do que ocorre nos animais ndo diabéticos, a castracdo resulta em
diminuigdo do peso da glandula dos animais diabéticos e esta redugdo nao é afetada pela
aplicagao de insulina exégena. Apesar disto, foi observado que o0 maximo de redugao de peso
da gléandula ap6s 120 horas seja 57% para as trés situagdes experimentais. Porém, as
cinéticas de perda de peso foram diferentes. Enquanto nos animais nao diabéticos a redugao
de peso se manifesta apds as 48 horas, aquela observada nos animais diabéticos é mais
progressiva a partir da castragdo. Ja nos animais diabéticos tratados com insulina o maximo de
reducao foi atingido ja as 48h horas apds a cirurgia. Fica aparente a partir destes resultados
que a insulina exdgena tem um efeito de aceleragao metabdlica, levando a uma regressao
prostatica mais rapida.

Para procurar caracterizar o efeito do diabetes sobre a glandula prostatica, realizamos
uma analise da estrutura tecidual, utilizando estereologia para definicdo da contribuicdo dos
compartimentos epitelial, luminal, estroma ndo muscular e de células musculares lisas. Foi
possivel identificar reduc¢des importantes nos volumes ocupados pelos compartimentos
epiteliais e de células musculares lisas.

Carvalho et al. (2003) demonstram alteracdes ultra-estruturais do sistema de endo-
membranas e de organelas envolvidas no processo de secrecdo das ceélulas epiteliais na
auséncia de insulina que compromete a fertilidade dos animais. Os presentes resultados
sugerem que a redugdo do volume do epitélio nos animais diabéticos parece ter sido
compensada por um aumento do volume do lumen, o que confirma os resultados de Ribeiro et
al. (2007), que demonstraram que o diabetes promove uma atrofia do compartimento epitelial
prostatico e sugeriram que esta atrofia assemelha-se aquela causada pela castragao,
sustentados principalmente pela reducéo de testosterona sérica. Esta sugestdo é importante e

parece ser reforcada pela observacao do presente trabalho de que a aplicagdo de insulina nao
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restaura o volume do epitélio nos animais ndo castrados e isto talvez ocorra por conta do curto
periodo de recuperacao.

Parece importante salientar o efeito do diabetes na reducido do volume ocupado pelas
células musculares lisas. Enquanto a castragcao causa uma redug¢ao no volume destas células
nos animais nao diabéticos, ela tem pouco efeito nos animais diabéticos, dentro do periodo
analisado, levando a crer que as células musculares lisas ja se encontram numa situagdo de
atrofia, mesmo nos animais nao castrados. Parece que o diabetes antecipa uma reducio do
volume das células musculares lisas promovida pela castragdo (Antonioli et al. 2004). Isto
parece significativo, do ponto de vista da patogenia da hiperplasia prostatica benigna,
principalmente nos individuos diabéticos, podendo indicar um papel da insulina diretamente
sobre estas células, com conseqiéncias possiveis apds longos periodos de tratamento com
insulina exégena.

A reducédo do volume do epitélio frente a castragao € atribuida parcialmente a perda das
células epiteliais por apoptose, o que esta de acordo com trabalhos prévios que demonstram
um pico de apoptose no terceiro dia apés a castracao (Kerr e Searle, 1973; Kyprianou & Isaacs,
1988; Isaacs et a., 1994; Johansson et. al., 2005). Embora seja comprovado que o mecanismo
principal destas alteracdes seja a privagao androgénica, ja foi demonstrado que a apoptose do
epitélio se d4 mesmo quando ele ndo expressa o receptor de andrégenos, sugerindo a
existéncia de um mecanismo paracrino de regulagdo da sobrevivéncia ou de indugcido de
apoptose da células epiteliais. Foi também identificado que as células musculares lisas sdo as
principais, embora nao uUnicas, produtoras de IGF-1 na préstata, revelando a existéncia de um
mecanismo de regulacdo paracrino da funcao epitelial (Ohlson et al. 2006; Sutherland et al
2008). Além disto, pouco se conhece dos eventos moleculares responsaveis por este processo.
Tao pouco se conhecem as razdes que levam ao atraso no pico de morte celular epitelial com
respeito a queda dos niveis de testosterona. Um possivel evento relacionado a este atraso,
pode estar relacionado a cinética de queda dos niveis de DHT tecidual. Segundo Kashiwagi et
al. (2005), os niveis de DHT tecidual é cerca de 16 vezes mais elevado que o de testosterona
e, mesmo 24 apds castracdo, a concentracdo de DHT ainda é maior do que o nivel de
testosterona observado na préstata do animal ndo castrado. Uma possibilidade pe que o tempo
necessario para ativagao (ou inativacdo) de um mecanismo paracrino responsavel pela inducao
de apoptose (ou de supressdo de um mecanismo de sobrevivéncia). A segunda possibilidade é
qgue velocidade de redugao dos niveis teciduais de DHT, mais lenta que aquela da testosterona
(Kashiwagi et al. 2006) seria 0 responsavel por garantir a sobrevivéncia do epitélio. A terceira
possibilidade é que horménios somatotroficos possam tamponar as variagcbes nos niveis de
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androgeno por um certo periodo. Embora seja possivel que haja contribuigdes individuais de
cada um destes mecanismos, decidimos explorar a terceira possibilidade, investigando o efeito
do diabetes (hipoinsulinemia) e da aplicacdo de insulina exdgena na cinética de morte das
células epiteliais prostaticas

Os resultados do presente trabalho demonstram que o pico de morte das células epiteliais
observado as 72 horas nos animais nao diabéticos é antecipado para as 48 horas nos animais
diabéticos. Isto sugere que a insulina tenha um efeito positivo sobre a sobrevivéncia das
células epiteliais prostéaticas, tamponando o efeito da privagdo androgénica. Isto foi confirmado
pela aplicagdo de insulina exégena, que nao somente restaura a posicdo do pico de morte
celular para as 72 horas, mas também causa uma reducao da taxa de morte celular ndo tanto
nos animais nao castrados, como ao longo de todo o periodo pés-castragcao analisado.

Além de um efeito direto sobre as células epiteliais prostaticas, & possivel que a insulina
tenha também um efeito indireto, por regular os niveis de 17B-estradiol, como discutido acima.

Neste trabalho demonstramos que n&o s6 os androgenos, mas também a insulina € um
fator relevante para a sobrevivéncia das células epiteliais prostaticas. Como nao foi observada
recuperagdo do volume do epitélio, mesmo nos animais ndo castrados, sugere-se que a
insulina tenha efeito na sobrevivéncia das células, mas ndo na manutencdo do seu estado
funcional secretor.

Além disto, demonstramos que a cinética de morte celular difere entre animais castrados,
animais diabéticos e animais diabéticos que receberam insulina, sugerindo que a apoptose das
células epiteliais prostaticas induzida pela privagdo androgénica seja modulada por outros
fatores além dos andrégenos. E possivel que a insulina module a inibigdo da BAD pela AKT-p
regulando a morte celular. Neste contexto, o complexo TSC1/TSC2 e as vias
MTORC1/mTORC2, parecem ser alvos moleculares interessantes, por estarem posicionados
no entroncamento das vias de regulagdo destes processos e por serem sensiveis a variagboes
nas condi¢cdes anabdlicas (sintese protéica, biogénese de ribossomos e progressao do ciclo
celular) (Huang & Manning, 2008; Lian et al. 2008), o que seria consistente com uma reducéo
do fluxo sangliineo e conseqliente condigdo de hipoxia e limitagdo de nutrientes que se

estabelecem rapidamente apds castracao (Shabsigh et al., 1998; 1999; 2001).
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7. CONCLUSAO GERAL

A insulina consiste em elemento importante de regulacao da fisiologia da préstata ventral

de ratos, uma vez que:

1. Nas condi¢des do presente trabalho, o diabetes nao afeta o peso corporal e nem o
peso relativo da préstata ventral de ratos;

2. Os volumes ocupados pelos compartimentos epitelial e de células musculares lisas
sao reduzidos pelo diabetes;

3. O diabetes afeta o pico de morte celular epitelial prostatica em resposta a castracéo.
Na sua auséncia ha uma antecipacdo do pico para 48 horas apds a castracdo. A
aplicacédo de insulina restaura a posicdo do pico e diminui a taxa de morte celular,
sugerindo que a insulina consista em estimulo para a sobrevivéncia das células
epiteliais prostaticas;

4. Nao foi possivel distinguir, neste trabalho, entre os efeitos diretos (via receptores

locais) e indiretos via modulag&o dos niveis de testosterona e de 173-estradiol.
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9. ANEXOS
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Nao Diabético

Peso
Corporal . .
Horas Apds | Animal| Absoluto Relativo Prostatico | - Relativo
Castracao (9) (%) (9) (%)
Nao castrado 1 176 100 0,1620 0,0920
Nao castrado 2 236 100 0,2500 0,1059
24 1 281 136 0,2900 0,1032
24 2 300 146 0,4049 0,1350
24 3 230 112 0,1458 0,0634
24 4 276 134 0,3530 0,1279
48 1 382 185 0,3540 0,0927
48 2 302 147 0,3745 0,1240
48 3 301 146 0,2687 0,0893
48 4 320 155 0,3560 0,1113
72 1 253 123 0,2000 0,0791
72 2 268 130 0,2304 0,0860
72 3 343 167 0,2492 0,0727
72 4 328 159 0,2420 0,0738
96 1 350 170 0,2416 0,0690
96 2 262 127 0,1332 0,0508
96 3 341 166 0,2534 0,0743
120 1 287 139 0,1287 0,0448
120 2 269 131 0,0860 0,0320
120 3 356 173 0,1757 0,0494
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Diabético

Peso
Corporal . .
Horas Apés | Animal| Absoluto Relativo Prostatico | - Relativo
Castracéo (9) (%) (9) (%)
Nao castrado 1 306 100 0,2109 0,0689
Nao castrado 2 311 100 0,2488 0,0800
Nao castrado 3 270 100 0,4522 0,1675
Nao castrado 4 305 100 0,2062 0,0676
24 1 236 79 0,2603 0,1103
24 2 209 70 0,1771 0,0847
24 3 211 71 0,1271 0,0602
24 4 279 94 0,1945 0,0697
48 1 271 91 0,2560 0,0945
48 2 248 83 0,1258 0,0507
48 3 230 77 0,1934 0,0841
48 4 255 86 0,2288 0,0897
72 1 273 92 0,1005 0,0368
72 2 251 84 0,1636 0,0652
72 3 218 73 0,1810 0,0830
96 1 299 100 0,0956 0,0320
96 2 338 113 0,2722 0,0805
96 3 309 104 0,1621 0,0525
120 1 352 118 0,1242 0,0353
120 2 333 112 0,1375 0,0413
120 3 267 90 0,1295 0,0485
120 4 344 115 0,2203 0,0640
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Diabético + Insulina

Peso
Corporal Prostatico | Relativo
Horas Apés | Animal| Absoluto Relativo
Castracao (9) (%) (9) (%)

Nao castrado 1 293 100 0,2714 0,0926

Nao castrado 2 346 100 0,5180 0,1497

Nao castrado 3 336 100 0,3368 0,1002
24 1 214 66 0,1756 0,0819
24 2 332 102 0,2710 0,0816
24 3 383 118 0,2656 0,0693
24 4
48 1 389 120 0,1512 0,0389
48 2 360 111 0,1616 0,0449
48 3 315 97 0,1838 0,0583
72 1 332 102 0,1321 0,0398
72 2 327 101 0,2106 0,0644
72 3 345 106 0,2869 0,0831
72 4 256 79 0,1288 0,0504
72 5 308 95 0,1049 0,0341
72 6 346 106 0,1932 0,0558
96 1 337 104 0,1567 0,0465
96 2 320 99 0,1378 0,0430
120 1 344 106 0,1882 0,0547
120 2 339 104 0,1071 0,0316
120 3 343 105 0,1728 0,0504
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Dosagem Hormonal - Nao Diabético

Horas Apés | Animal E2 Testosterona

Castracao (pg/mL) (ng/dL)
Nao castrado 1 42 47 437,22
Nao castrado 2 33,83 208,69
N&o castrado 3 40,13 273,00
Nao castrado 4 32,92 636,46
N&o castrado 5 32,85 117,44

Dosagem Hormonal - Diabético

Horas Apos Animal Testosterona E2
Castracao (ng/dL) (pg/mL)
Nao castrado 1 <1,08 7,0676
Nao castrado 2 200,47 11,649
Nao castrado 3 119,48 27,969
24 1 <1,08 18,971
24 2 <1,08 20,553
24 3 <1,08 12,805
24 4 <1,08 11,252
48 1 <1,08 22,747
48 2 <1,08 19,104
48 3 <1,08 2,9027
72 1 <1,08 1,7519
72 2 <1,08 32,269
72 3 <1,08 22,917
96 1 <1,08 4,1531
96 2 <1,08 1,7519
96 3 2,1413 1,7519
96 4 <1,08 18,407
120 1 <1,08 12,66
120 2 <1,08 10,745
120 3 <1,08 452,55
120 4 <1,08 8,2142

Dosagem Hormonal - Diabético + Insulina

Horas Apos . Testosterona E2
Castracao Animal (ng/dL) (pg/mL)
Nao castrado 1 108,92 30,44
Nao castrado 2 328,93 25,64
Nao castrado 3 215,24 42,6
48 2 <3,65 33,36
48 3 <3,65 33,27
72 1 <3,65 46,75
72 2 <3,65 38,67
72 3 <3,65 12,75
72 4 <3,65 13,98
72 5 <3,65 29,06
72 6 <3,65 43,24
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Estereologia - Nao Diabético

Horas Apés Animal Quantidade Estimada (Pontos) Volume Relativo (%) Volume Absoluto (mL)
Castracao Epitélio| CML Lumen | Estroma|] Epitélio| CML Lumen | Estroma] Epitélio] CML Lumen | Estroma

Nao castrado 56,90 6,90 6,30 36,80 0,054 0,007 0,006 0,035
Nao castrado 56,90 11,10 21,50 21,50 0,054 0,011 0,021 0,021
Nao castrado 58,30 8,30 11,10 30,60 0,056 0,008 0,011 0,029
Nao castrado 48,60 8,30 40,30 11,10 0,046 0,008 0,038 0,011
Nao castrado 36,80 13,90 27,80 35,40 0,035 0,013 0,026 0,034
Nao castrado 41,70 8,30 34,70 23,60 0,040 0,008 0,033 0,023
Nao castrado 41,70 6,90 36,10 22,20 0,115 0,019 0,100 0,061
Nao castrado 40,30 6,30 18,10 41,70 0,111 0,017 0,050 0,115
Nao castrado 51,40 18,10 16,00 32,60 0,142 0,050 0,044 0,090
Nao castrado 36,10 9,70 41,70 22,20 0,100 0,027 0,115 0,061
Nao castrado 47,20 16,70 14,60 38,20 0,131 0,046 0,040 0,106
Nao castrado 27,80 12,50 46,50 25,70 0,077 0,035 0,129 0,071
Nao castrado 51,40 13,90 4,90 30,60 0,238 0,051 0,018 0,113
Nao castrado 44,40 4,90 38,90 13,20 0,176 0,018 0,143 0,049
Nao castrado 59,70 10,40 14,60 21,50 0,235 0,038 0,054 0,079
Nao castrado 36,80 6,30 19,40 11,80 0,253 0,023 0,072 0,043
Nao castrado 36,80 11,80 19,40 29,20 0,189 0,043 0,072 0,107
Nao castrado 37,50 4,90 29,20 18,10 0,194 0,018 0,107 0,066
Nao castrado 45,10 9,00 27,10 27,80 0,207 0,041 0,124 0,128
Nao castrado 31,90 7,60 38,90 29,20 0,147 0,035 0,179 0,134
Nao castrado 46,50 11,10 16,00 37,50 0,214 0,051 0,073 0,172
Nao castrado 55,60 15,30 8,30 36,10 0,255 0,070 0,038 0,166
Nao castrado 36,80 6,90 47,90 15,30 0,169 0,032 0,220 0,070
Nao castrado 36,80 8,30 44,40 18,80 0,169 0,038 0,204 0,086
Nao castrado 54,90 9,70 3,50 41,70 0,198 0,035 0,013 0,150
Nao castrado 63,90 13,20 13,20 22,90 0,230 0,048 0,048 0,083
Nao castrado 52,80 11,80 9,00 38,20 0,190 0,043 0,033 0,138
Nao castrado 53,50 8,30 25,70 20,80 0,193 0,030 0,093 0,075
Nao castrado 46,50 19,40 23,60 29,90 0,168 0,070 0,085 0,108
Nao castrado 59,70 10,40 16,00 24,30 0,215 0,038 0,058 0,088
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24 1 53 14 42 35 36,81 9,72 29,17 24,31 0,102 0,027 0,081 0,068
24 1 71 16 22 35 49,31 11,11 15,28 24,31 0,137 0,031 0,043 0,068
24 1 91 22 11 20 63,19 15,28 7,64 13,89 0,176 0,043 0,021 0,039
24 1 68 22 27 27 47,22 15,28 18,75 18,75 0,131 0,043 0,052 0,052
24 1 58 20 22 44 40,28 13,89 15,28 30,56 0,112 0,039 0,043 0,085
24 1 60 16 26 42 41,67 11,11 18,06 29,17 0,116 0,031 0,050 0,081
48 1 72 22 12 38 50,00 15,28 8,33 26,39 0,127 0,039 0,021 0,067
48 1 54 10 24 56 37,50 6,94 16,67 38,89 0,096 0,018 0,042 0,099
48 1 59 22 24 39 40,97 15,28 16,67 27,08 0,104 0,039 0,042 0,069
48 1 77 18 26 23 53,47 12,50 18,06 15,97 0,136 0,032 0,046 0,041
48 1 46 21 21 56 31,94 14,58 14,58 38,89 0,081 0,037 0,037 0,099
48 1 78 19 18 29 54,17 13,19 12,50 20,14 0,138 0,034 0,032 0,051
72 1 66 41 22 15 45,83 28,47 15,28 10,42 0,113 0,070 0,038 0,026
72 1 52 53 14 25 36,11 36,81 9,72 17,36 0,089 0,091 0,024 0,043
72 1 78 17 13 36 54,17 11,81 9,03 25,00 0,133 0,029 0,022 0,062
72 1 80 8 19 37 55,56 5,56 13,19 25,69 0,137 0,014 0,032 0,063
72 1 64 18 23 39 44,44 12,50 15,97 27,08 0,109 0,031 0,039 0,067
72 1 64 22 22 36 44,44 15,28 15,28 25,00 0,109 0,038 0,038 0,062
96 1 34 5 40 51 23,61 3,47 27,78 35,42 0,057 0,008 0,067 0,086
96 1 24 4 56 46 16,67 2,78 38,89 31,94 0,040 0,007 0,094 0,077
96 1 14 8 87 21 9,72 5,56 60,42 14,58 0,023 0,013 0,146 0,035
96 1 29 7 82 12 20,14 4,86 56,94 8,33 0,049 0,012 0,138 0,020
96 1 42 11 61 16 29,17 7,64 42,36 11,11 0,070 0,018 0,102 0,027
96 1 25 3 39 63 17,36 2,08 27,08 43,75 0,042 0,005 0,065 0,106
120 1 62 31 19 32 43,06 21,53 13,19 22,22 0,068 0,034 0,021 0,035
120 1 63 24 29 28 43,75 16,67 20,14 19,44 0,069 0,026 0,032 0,030
120 1 48 23 33 40 33,33 15,97 22,92 27,78 0,052 0,025 0,036 0,044
120 1 52 18 64 10 36,11 12,50 44,44 6,94 0,057 0,020 0,070 0,011
120 1 47 26 25 46 32,64 18,06 17,36 31,94 0,051 0,028 0,027 0,050
120 1 26 18 55 45 18,06 12,50 38,19 31,25 0,028 0,020 0,060 0,049
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Estereologia - Diabético

Horas Apés Animal Quantidade Estimada (Pontos) Volume Relativo (%) Volume Absoluto (mL)
Castracao Epitélio] CML Lumen | Estroma] Epitélio|] CML Lumen | Estroma| Epitélio] CML Lumen | Estroma
Nao castrado 1 58 7 25 40 44,6 5,4 19,2 30,8 0,094 0,011 0,041 0,065
Nao castrado 1 43 8 38 41 33,1 6,2 29,2 31,5 0,070 0,013 0,062 0,067
Nao castrado 1 53 10 48 19 40,8 7,7 36,9 14,6 0,086 0,016 0,078 0,031
Nao castrado 1 64 4 28 34 492 3,1 21,5 26,2 0,104 0,006 0,045 0,055
Nao castrado 1 51 5 42 32 39,2 3,8 32,3 24,6 0,083 0,008 0,068 0,052
Nao castrado 1 54 2 37 37 41,5 1,5 28,5 28,5 0,088 0,003 0,060 0,060
Nao castrado 1 46 4 33 47 35,4 3,1 25,4 36,2 0,075 0,006 0,054 0,076
Nao castrado 1 30 3 56 41 23,1 2,3 43,1 31,5 0,049 0,005 0,091 0,067
Nao castrado 2 66 8 29 27 50,8 6,2 22,3 20,8 0,126 0,015 0,056 0,052
Nao castrado 2 76 9 22 23 58,5 6,9 16,9 17,7 0,145 0,017 0,042 0,044
Nao castrado 2 52 10 40 28 40,0 7,7 30,8 21,5 0,100 0,019 0,077 0,054
Nao castrado 2 47 5 61 17 36,2 3,8 46,9 13,1 0,090 0,010 0,117 0,033
Nao castrado 2 59 9 24 38 45,4 6,9 18,5 29,2 0,113 0,017 0,046 0,073
Nao castrado 2 46 3 57 24 35,4 2,3 43,8 18,5 0,088 0,006 0,109 0,046
Nao castrado 2 50 3 13 64 38,5 2,3 10,0 49,2 0,096 0,006 0,025 0,122
Nao castrado 2 65 1 19 45 50,0 0,8 14,6 34,6 0,124 0,002 0,036 0,086
Nao castrado 3 61 7 47 15 46,9 5,4 36,2 11,5 0,212 0,024 0,163 0,052
Nao castrado 3 54 7 25 44 41,5 5,4 19,2 33,8 0,188 0,024 0,087 0,153
Nao castrado 3 51 11 52 16 39,2 8,5 40,0 12,3 0,177 0,038 0,181 0,056
Nao castrado 3 48 6 46 30 36,9 4,6 35,4 23,1 0,167 0,021 0,160 0,104
Nao castrado 3 55 14 31 30 42,3 10,8 23,8 23,1 0,191 0,049 0,108 0,104
Nao castrado 3 46 1 36 47 35,4 0,8 27,7 36,2 0,160 0,003 0,125 0,163
Nao castrado 3 63 2 43 22 48,5 1,5 33,1 16,9 0,219 0,007 0,150 0,077
Nao castrado 3 57 3 41 29 43,8 2,3 31,5 22,3 0,198 0,010 0,143 0,101
Nao castrado 4 35 11 51 33 26,9 8,5 39,2 25,4 0,056 0,017 0,081 0,052
Nao castrado 4 32 9 82 7 24,6 6,9 63,1 5,4 0,051 0,014 0,130 0,011
Nao castrado 4 25 7 46 52 19,2 5,4 35,4 40,0 0,040 0,011 0,073 0,082
Nao castrado 4 55 10 42 23 42,3 7,7 32,3 17,7 0,087 0,016 0,067 0,036
Nao castrado 4 49 8 57 16 37,7 6,2 43,8 12,3 0,078 0,013 0,090 0,025
Nao castrado 4 31 1 64 34 23,8 0,8 49,2 26,2 0,049 0,002 0,102 0,054
Nao castrado 4 34 2 63 31 26,2 1,5 48,5 23,8 0,054 0,003 0,100 0,049
Nao castrado 4 36 2 49 43 27,7 1,5 37,7 33,1 0,057 0,003 0,078 0,068
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24 1 43 12 29 46 33,1 9,2 22,3 35,4 0,086 0,024 0,058 0,092
24 1 56 7 27 40 43,1 54 20,8 30,8 0,112 0,014 0,054 0,080
24 1 43 8 42 37 33,1 6,2 32,3 28,5 0,086 0,016 0,084 0,074
24 1 44 4 26 56 33,8 3,1 20,0 43,1 0,088 0,008 0,052 0,112
24 1 52 7 44 27 40,0 5,4 33,8 20,8 0,104 0,014 0,088 0,054
24 1 47 4 48 31 36,2 3,1 36,9 23,8 0,094 0,008 0,096 0,062
24 1 36 6 38 50 27,7 4,6 29,2 38,5 0,072 0,012 0,076 0,100
24 1 46 3 35 46 35,4 2,3 26,9 35,4 0,092 0,006 0,070 0,092
24 2 40 10 22 58 30,8 7,7 16,9 44,6 0,054 0,014 0,030 0,079
24 2 35 4 53 38 26,9 3,1 40,8 29,2 0,048 0,005 0,072 0,052
24 2 19 3 52 56 14,6 2,3 40,0 43,1 0,026 0,004 0,071 0,076
24 2 26 0 19 85 20,0 0,0 14,6 65,4 0,035 0,000 0,026 0,116
24 2 24 2 41 63 18,5 1,5 31,5 48,5 0,033 0,003 0,056 0,086
24 2 32 4 15 79 24,6 3,1 11,5 60,8 0,044 0,005 0,020 0,108
24 2 25 1 28 76 19,2 0,8 21,5 58,5 0,034 0,001 0,038 0,104
24 2 28 5 18 79 21,5 3,8 13,8 60,8 0,038 0,007 0,025 0,108
24 3 19 6 67 38 14,6 4,6 51,5 29,2 0,019 0,006 0,066 0,037
24 3 26 10 49 45 20,0 7,7 37,7 34,6 0,025 0,010 0,048 0,044
24 3 20 5 72 33 15,4 3,8 55,4 25,4 0,020 0,005 0,070 0,032
24 3 30 10 59 31 23,1 7,7 45,4 23,8 0,029 0,010 0,058 0,030
24 3 33 4 58 35 25,4 3,1 44,6 26,9 0,032 0,004 0,057 0,034
24 3 11 3 62 54 8,5 2,3 47,7 41,5 0,011 0,003 0,061 0,053
24 3 16 1 78 35 12,3 0,8 60,0 26,9 0,016 0,001 0,076 0,034
24 3 24 2 47 57 18,5 1,5 36,2 43,8 0,023 0,002 0,046 0,056
24 4 19 6 67 38 14,6 4,6 51,5 29,2 0,028 0,009 0,100 0,057
24 4 26 10 49 45 20,0 7,7 37,7 34,6 0,039 0,015 0,073 0,067
24 4 20 5 72 33 15,4 3,8 55,4 25,4 0,030 0,007 0,108 0,049
24 4 30 10 59 31 23,1 7,7 45,4 23,8 0,045 0,015 0,088 0,046
24 4 33 4 58 35 25,4 3,1 44,6 26,9 0,049 0,006 0,087 0,052
24 4 27 5 59 39 20,8 3,8 45,4 30,0 0,040 0,007 0,088 0,058
24 4 29 8 55 38 22,3 6,2 42,3 29,2 0,043 0,012 0,082 0,057
24 4 26 4 64 36 20,0 3,1 49,2 27,7 0,039 0,006 0,096 0,054
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48 1 30 5 23 72 23,1 3,8 17,7 55,4 0,059 0,010 0,045 0,142
48 1 33 2 33 62 25,4 1,5 25,4 47,7 0,065 0,004 0,065 0,122
48 1 21 2 19 88 16,2 1,5 14,6 67,7 0,041 0,004 0,037 0,173
48 1 28 1 55 46 21,5 0,8 42,3 35,4 0,055 0,002 0,108 0,091
48 1 27 3 44 56 20,8 2,3 33,8 43,1 0,053 0,006 0,087 0,110
48 1 21 2 33 74 16,2 1,5 25,4 56,9 0,041 0,004 0,065 0,146
48 1 34 2 32 62 26,2 1,5 24,6 47,7 0,067 0,004 0,063 0,122
48 1 37 4 21 68 28,5 3,1 16,2 52,3 0,073 0,008 0,041 0,134
48 2 29 1 41 59 22,3 0,8 31,5 45,4 0,028 0,001 0,040 0,057
48 2 27 1 15 87 20,8 0,8 11,5 66,9 0,026 0,001 0,015 0,084
48 2 9 2 61 58 6,9 1,5 46,9 44,6 0,009 0,002 0,059 0,056
48 2 16 3 72 39 12,3 2,3 55,4 30,0 0,015 0,003 0,070 0,038
48 2 34 2 42 52 26,2 1,5 32,3 40,0 0,033 0,002 0,041 0,050
48 2 42 1 30 57 32,3 0,8 23,1 43,8 0,041 0,001 0,029 0,055
48 2 29 2 10 89 22,3 1,5 7,7 68,5 0,028 0,002 0,010 0,086
48 2 27 1 40 62 20,8 0,8 30,8 47,7 0,026 0,001 0,039 0,060
48 3 44 1 16 69 33,8 0,8 12,3 53,1 0,065 0,001 0,024 0,103
48 3 17 1 75 37 13,1 0,8 57,7 28,5 0,025 0,001 0,112 0,055
48 3 7 2 80 41 5,4 1,5 61,5 31,5 0,010 0,003 0,119 0,061
48 3 12 2 38 78 9,2 1,5 29,2 60,0 0,018 0,003 0,057 0,116
48 3 13 1 93 23 10,0 0,8 71,5 17,7 0,019 0,001 0,138 0,034
48 3 8 1 60 61 6,2 0,8 46,2 46,9 0,012 0,001 0,089 0,091
48 3 12 2 81 35 9,2 1,5 62,3 26,9 0,018 0,003 0,121 0,052
48 3 18 1 57 54 13,8 0,8 43,8 41,5 0,027 0,001 0,085 0,080
48 4 26 1 33 70 20,0 0.8 25,4 53,8 0,046 0,002 0,058 0,123
48 4 34 2 30 64 26,2 1,5 23,1 49,2 0,060 0,004 0,053 0,113
48 4 17 1 31 81 13,1 0,8 23,8 62,3 0,030 0,002 0,055 0,143
48 4 33 2 35 60 25,4 1,5 26,9 46,2 0,058 0,004 0,062 0,106
48 4 34 3 44 49 26,2 2,3 33,8 37,7 0,060 0,005 0,077 0,086
48 4 27 1 25 77 20,8 0,8 19,2 59,2 0,048 0,002 0,044 0,136
48 4 31 1 38 60 23,8 0,8 29,2 46,2 0,055 0,002 0,067 0,106
48 4 31 2 55 42 23,8 1,5 42,3 32,3 0,055 0,004 0,097 0,074
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72 1 33 5 50 42 25,4 3,8 38,5 32,3 0,026 0,004 0,039 0,032
72 1 23 9 65 33 17,7 6,9 50,0 25,4 0,018 0,007 0,050 0,026
72 1 23 8 63 36 17,7 6,2 48,5 27,7 0,018 0,006 0,049 0,028
72 1 40 4 48 38 30,8 3,1 36,9 29,2 0,031 0,003 0,037 0,029
72 1 22 5 71 32 16,9 3,8 54,6 24,6 0,017 0,004 0,055 0,025
72 1 35 9 47 39 26,9 6,9 36,2 30,0 0,027 0,007 0,036 0,030
72 1 26 7 63 34 20,0 54 48,5 26,2 0,020 0,005 0,049 0,026
72 1 20 4 79 27 15,4 3,1 60,8 20,8 0,015 0,003 0,061 0,021
72 2 49 9 22 50 37,7 6,9 16,9 38,5 0,062 0,011 0,028 0,063
72 2 47 6 30 47 36,2 4,6 23,1 36,2 0,059 0,008 0,038 0,059
72 2 48 6 30 46 36,9 4,6 23,1 35,4 0,060 0,008 0,038 0,058
72 2 44 5 39 42 33,8 3,8 30,0 32,3 0,055 0,006 0,049 0,053
72 2 43 5 37 45 33,1 3,8 28,5 34,6 0,054 0,006 0,047 0,057
72 2 45 9 33 43 34,6 6,9 25,4 33,1 0,057 0,011 0,042 0,054
72 2 56 12 23 39 43,1 9,2 17,7 30,0 0,070 0,015 0,029 0,049
72 2 42 6 40 42 32,3 4,6 30,8 32,3 0,053 0,008 0,050 0,053
72 3 19 4 93 14 14,6 3,1 71,5 10,8 0,026 0,006 0,129 0,019
72 3 26 10 65 29 20,0 7,7 50,0 22,3 0,036 0,014 0,091 0,040
72 3 24 8 71 27 18,5 6,2 54,6 20,8 0,033 0,011 0,099 0,038
72 3 19 8 92 11 14,6 6,2 70,8 8,5 0,026 0,011 0,128 0,015
72 3 18 12 65 35 13,8 9,2 50,0 26,9 0,025 0,017 0,091 0,049
72 3 19 8 79 24 14,6 6,2 60,8 18,5 0,026 0,011 0,110 0,033
72 3 14 3 72 41 10,8 2,3 55,4 31,5 0,019 0,004 0,100 0,057
72 3 34 9 68 19 26,2 6,9 52,3 14,6 0,047 0,013 0,095 0,026
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96 1 43 11 19 57 33,1 8,5 14,6 43,8 0,032 0,008 0,014 0,042
96 1 25 11 29 65 19,2 8,5 22,3 50,0 0,018 0,008 0,021 0,048
96 1 11 10 70 39 8,5 7,7 53,8 30,0 0,008 0,007 0,051 0,029
96 1 38 9 32 51 29,2 6,9 24,6 39,2 0,028 0,007 0,024 0,038
96 1 32 5 26 67 24,6 3,8 20,0 51,5 0,024 0,004 0,019 0,049
96 1 9 7 78 36 6,9 5,4 60,0 27,7 0,007 0,005 0,057 0,026
96 1 31 8 30 61 23,8 6,2 23,1 46,9 0,023 0,006 0,022 0,045
96 1 7 5 87 31 5,4 3,8 66,9 23,8 0,005 0,004 0,064 0,023
96 2 33 6 52 39 25,4 4,6 40,0 30,0 0,069 0,013 0,109 0,082
96 2 35 7 16 72 26,9 5,4 12,3 55,4 0,073 0,015 0,034 0,151
96 2 30 5 28 67 23,1 3,8 21,5 51,5 0,063 0,010 0,059 0,140
96 2 30 6 53 41 23,1 4,6 40,8 31,5 0,063 0,013 0,111 0,086
96 2 26 4 19 81 20,0 3,1 14,6 62,3 0,054 0,008 0,040 0,170
96 2 42 3 52 33 32,3 2,3 40,0 25,4 0,088 0,006 0,109 0,069
96 2 21 3 53 53 16,2 2,3 40,8 40,8 0,044 0,006 0,111 0,111
96 2 27 7 70 26 20,8 5,4 53,8 20,0 0,057 0,015 0,147 0,054
96 3 5 9 67 49 3,8 6,9 51,5 37,7 0,006 0,011 0,084 0,061
96 3 10 3 90 27 7,7 2,3 69,2 20,8 0,012 0,004 0,112 0,034
96 3 13 4 68 45 10,0 3,1 52,3 34,6 0,016 0,005 0,085 0,056
96 3 13 3 72 42 10,0 2,3 55,4 32,3 0,016 0,004 0,090 0,052
96 3 9 7 81 33 6,9 5,4 62,3 25,4 0,011 0,009 0,101 0,041
96 3 10 2 77 41 7,7 1,5 59,2 31,5 0,012 0,002 0,096 0,051
96 3 9 2 105 14 6,9 1,5 80,8 10,8 0,011 0,002 0,131 0,017
96 3 11 4 78 37 8,5 3,1 60,0 28,5 0,014 0,005 0,097 0,046
96 4 29 5 83 13 22,3 3,8 63,8 10,0 0,048 0,008 0,137 0,021
96 4 45 4 53 28 34,6 3,1 40,8 21,5 0,074 0,007 0,087 0,046
96 4 47 4 46 33 36,2 3,1 35,4 25,4 0,078 0,007 0,076 0,054
96 4 24 6 78 22 18,5 4,6 60,0 16,9 0,040 0,010 0,129 0,036
96 4 21 3 81 25 16,2 2,3 62,3 19,2 0,035 0,005 0,134 0,041
96 4 30 7 70 23 23,1 5,4 53,8 17,7 0,050 0,012 0,116 0,038
96 4 26 5 77 22 20,0 3,8 59,2 16,9 0,043 0,008 0,127 0,036
96 4 37 4 65 24 28,5 3,1 50,0 18,5 0,061 0,007 0,107 0,040
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120 1 33 1 37 59 25,4 0,8 28,5 45,4 0,032 0,001 0,035 0,056
120 1 18 7 92 13 13,8 5,4 70,8 10,0 0,017 0,007 0,088 0,012
120 1 20 7 92 11 15,4 5,4 70,8 8,5 0,019 0,007 0,088 0,011
120 1 35 3 30 62 26,9 2,3 23,1 47,7 0,033 0,003 0,029 0,059
120 1 48 4 24 54 36,9 3,1 18,5 41,5 0,046 0,004 0,023 0,052
120 1 25 6 63 36 19,2 4,6 48,5 27,7 0,024 0,006 0,060 0,034
120 1 24 3 91 12 18,5 2,3 70,0 9,2 0,023 0,003 0,087 0,011
120 1 34 4 38 54 26,2 3,1 29,2 41,5 0,032 0,004 0,036 0,052
120 2 64 1 22 43 49,2 0,8 16,9 33,1 0,068 0,001 0,023 0,045
120 2 63 4 23 40 48,5 3,1 17,7 30,8 0,067 0,004 0,024 0,042
120 2 53 2 24 51 40,8 1,5 18,5 39,2 0,056 0,002 0,025 0,054
120 2 47 3 45 35 36,2 2,3 34,6 26,9 0,050 0,003 0,048 0,037
120 2 58 1 28 43 44,6 0,8 21,5 33,1 0,061 0,001 0,030 0,045
120 2 60 2 28 40 46,2 1,5 21,5 30,8 0,063 0,002 0,030 0,042
120 2 60 4 33 33 46,2 3,1 25,4 25,4 0,063 0,004 0,035 0,035
120 2 55 3 32 40 42,3 2,3 24,6 30,8 0,058 0,003 0,034 0,042
120 3 33 5 11 81 25,4 3,8 8,5 62,3 0,033 0,005 0,011 0,081
120 3 31 2 5 92 23,8 1,5 3,8 70,8 0,031 0,002 0,005 0,092
120 3 41 1 18 70 31,5 0,8 13,8 53,8 0,041 0,001 0,018 0,070
120 3 44 2 7 77 33,8 1,5 5,4 59,2 0,044 0,002 0,007 0,077
120 3 51 2 12 65 39,2 1,5 9,2 50,0 0,051 0,002 0,012 0,065
120 3 37 3 14 76 28,5 2,3 10,8 58,5 0,037 0,003 0,014 0,076
120 3 38 2 29 61 29,2 1,5 22,3 46,9 0,038 0,002 0,029 0,061
120 3 25 4 12 89 19,2 3,1 9,2 68,5 0,025 0,004 0,012 0,089
120 4 12 4 28 86 9,2 3,1 21,5 66,2 0,020 0,007 0,047 0,146
120 4 29 3 12 86 22,3 2,3 9,2 66,2 0,049 0,005 0,020 0,146
120 4 30 2 68 30 23,1 1,5 52,3 23,1 0,051 0,003 0,115 0,051
120 4 32 3 30 65 24,6 2,3 23,1 50,0 0,054 0,005 0,051 0,110
120 4 32 1 68 29 24,6 0,8 52,3 22,3 0,054 0,002 0,115 0,049
120 4 40 3 37 50 30,8 2,3 28,5 38,5 0,068 0,005 0,063 0,085
120 4 46 4 56 24 35,4 3,1 43,1 18,5 0,078 0,007 0,095 0,041
120 4 49 3 30 48 37,7 2,3 23,1 36,9 0,083 0,005 0,051 0,081
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Estereologia - Diabético + Insulina

Horas Apés Animal Quantidade Estimada (Pontos) Volume Relativo (%) Volume Absoluto (mL)
Castracao Epitélio|] CML Lumen | Estroma] Epitélio|] CML Lumen | Estroma| Epitélio] CML Lumen | Estroma
Nao Castrado 1 28 2 41 59 21,5 1,5 31,5 45,4 0,058 0,004 0,086 0,123
Nao Castrado 1 34 1 61 34 26,2 0,8 46,9 26,2 0,071 0,002 0,127 0,071
Nao Castrado 1 38 3 38 51 29,2 2,3 29,2 39,2 0,079 0,006 0,079 0,106
Nao Castrado 1 27 3 64 36 20,8 2,3 49,2 27,7 0,056 0,006 0,134 0,075
Nao Castrado 1 17 0 98 15 13,1 0,0 75,4 11,5 0,035 0,000 0,205 0,031
Nao Castrado 1 31 0 41 58 23,8 0,0 31,5 44,6 0,065 0,000 0,086 0,121
Nao Castrado 1 38 2 46 44 29,2 1,5 35,4 33,8 0,079 0,004 0,096 0,092
24 1 25 2 40 63 19,2 1,5 30,8 48,5 0,034 0,003 0,054 0,085
24 1 20 1 22 87 15,4 0,8 16,9 66,9 0,027 0,001 0,030 0,118
24 1 41 2 27 60 31,5 1,5 20,8 46,2 0,055 0,003 0,036 0,081
24 1 27 4 66 33 20,8 3,1 50,8 25,4 0,036 0,005 0,089 0,045
24 1 25 2 27 76 19,2 1,5 20,8 58,5 0,034 0,003 0,036 0,103
24 1 37 4 24 65 28,5 3,1 18,5 50,0 0,050 0,005 0,032 0,088
24 1 29 3 35 63 22,3 2,3 26,9 48,5 0,039 0,004 0,047 0,085
24 2 67 4 15 44 51,5 3,1 11,5 33,8 0,140 0,008 0,031 0,092
24 2 48 7 38 37 36,9 5,4 29,2 28,5 0,100 0,015 0,079 0,077
24 2 24 3 76 27 18,5 2,3 58,5 20,8 0,050 0,006 0,158 0,056
24 2 34 2 73 21 26,2 1,5 56,2 16,2 0,071 0,004 0,152 0,044
24 2 40 6 63 21 30,8 4,6 48,5 16,2 0,083 0,013 0,131 0,044
24 2 51 7 57 15 39,2 5,4 43,8 11,5 0,106 0,015 0,119 0,031
24 2 37 5 49 39 28,5 3,8 37,7 30,0 0,077 0,010 0,102 0,081
24 3 32 3 49 46 24,6 2,3 37,7 35,4 0,065 0,006 0,100 0,094
24 3 45 4 40 41 34,6 3,1 30,8 31,5 0,092 0,008 0,082 0,084
24 3 42 4 47 37 32,3 3,1 36,2 28,5 0,086 0,008 0,096 0,076
24 3 43 1 20 66 33,1 0,8 15,4 50,8 0,088 0,002 0,041 0,135
24 3 24 3 52 51 18,5 2,3 40,0 39,2 0,049 0,006 0,106 0,104
24 3 37 1 16 76 28,5 0,8 12,3 58,5 0,076 0,002 0,033 0,155
24 3 31 3 52 44 23,8 2,3 40,0 33,8 0,063 0,006 0,106 0,090
48 1 9 0 44 77 6,9 0,0 33,8 59,2 0,010 0,000 0,051 0,090
48 1 11 2 75 42 8,5 1,5 57,7 32,3 0,013 0,002 0,087 0,049
48 1 14 3 31 82 10,8 2,3 23,8 63,1 0,016 0,003 0,036 0,095
48 1 13 1 58 58 10,0 0,8 44.6 44.6 0,015 0,001 0,067 0,067
48 1 10 2 85 33 7,7 1,5 65,4 25,4 0,012 0,002 0,099 0,038
48 1 10 2 85 33 7,7 1,5 65,4 25,4 0,012 0,002 0,099 0,038
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48 1 12 0 64 54 9,2 0,0 492 | 415 | 0,014 ]| 0,000 | 0,074 | 0,063
48 2 14 2 63 51 10,8 1,5 485 | 39,2 | 0,017 | 0,002 | 0,078 | 0,063
48 2 20 0 59 51 15,4 0,0 454 | 39,2 | 0,025 | 0,000 | 0,073 | 0,063
48 2 36 0 54 40 27,7 0,0 415 | 308 | 0,045 | 0,000 | 0,067 | 0,050
48 2 23 5 52 50 17,7 3.8 400 | 385 | 0,029 | 0,006 | 0,065 | 0,062
48 2 16 2 68 44 12,3 1,5 523 | 338 | 0,020 | 0,002 | 0,085 | 0,055
48 2 18 1 51 60 13,8 0,8 392 | 462 | 0,022 | 0,001 | 0,063 | 0,075
48 2 19 2 71 38 14,6 15 546 | 29,2 | 0,024 | 0,002 | 0,088 | 0,047
48 3 16 2 89 23 12,3 15 685 | 17,7 | 0023 | 0003 | 0,126 | 0,033
48 3 14 i 89 26 10,8 0,8 685 | 200 | 0,020 | 0,001 | 0,126 | 0,037
48 3 38 4 31 57 29,2 3,1 238 | 438 | 0,054 | 0,006 | 0,044 | 0,081
48 3 23 3 70 34 17,7 23 538 | 262 | 0,033 | 0,004 | 0,099 | 0,048
48 3 17 2 78 33 13,1 1,5 600 | 254 | 0,024 | 0,003 | 0,110 | 0,047
48 3 14 4 45 67 10,8 3,1 346 | 515 | 0020 | 0,006 | 0,064 | 0,095
48 3 24 2 43 61 18,5 15 33,1 46,9 | 0,034 | 0,003 | 0,061 | 0,086
72 1 20 2 45 63 15,4 1,5 346 | 485 | 0,020 | 0,002 | 0,046 | 0,064
72 1 16 2 66 46 12,3 1,5 508 | 354 | 0,016 | 0,002 | 0,067 | 0,047
72 1 21 2 57 50 16,2 1,5 438 | 385 | 0,021 | 0,002 | 0,058 | 0,051
72 1 15 i 70 44 11,5 0,8 538 | 338 | 0,015 | 0,001 | 0,071 | 0,045
72 1 12 3 59 56 9,2 23 454 | 431 | 0,012 | 0,003 | 0,060 | 0,057
72 1 21 2 53 54 16,2 1,5 408 | 415 | 0,021 | 0,002 | 0,054 | 0,055
72 1 18 3 65 44 13,8 23 500 | 338 | 0,018 | 0,003 | 0,066 | 0,045
72 2 31 4 46 49 23,8 3,1 354 | 37,7 | 0,050 | 0,006 | 0,075 | 0,079
72 2 13 4 79 34 10,0 3,1 608 | 262 | 0,021 | 0,006 | 0,128 | 0,055
72 2 15 4 69 42 11,5 3,1 53,1 323 | 0,024 | 0,006 | 0,112 | 0,068
72 2 32 0 48 50 24,6 0,0 369 | 385 | 0,052 | 0,000 | 0,078 | 0,081
72 2 49 7 20 54 37,7 54 154 | 415 | 0079 | 0011 | 0,032 | 0,087
72 2 30 2 18 80 23,1 1,5 138 | 615 | 0,049 | 0,003 | 0,029 | 0,130
72 2 42 3 18 67 32,3 23 13,8 | 51,5 | 0,068 | 0,005 | 0,029 | 0,109
72 3 24 2 44 60 18,5 15 338 | 462 | 0,053 | 0,004 | 0,097 | 0,132
72 3 17 2 66 45 13,1 1,5 508 | 346 | 0,038 | 0,004 | 0,146 | 0,099
72 3 37 6 31 56 28,5 4,6 238 | 431 | 0,082 | 0,013 | 0,068 | 0,124
72 3 20 1 75 34 15,4 0,8 57,7 | 262 | 0,044 | 0,002 | 0,166 | 0,075
72 3 19 1 60 50 14,6 0,8 462 | 385 | 0,042 | 0,002 | 0,132 | 0,110
72 3 18 i 64 47 13,8 0,8 492 | 362 | 0,040 | 0,002 | 0,141 | 0,104
72 3 12 1 57 60 9,2 0,8 438 | 462 | 0,026 | 0,002 | 0,126 | 0,132
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96 1 33 6 63 28 25,4 4,6 48,5 21,5 0,040 0,007 0,076 0,034
96 1 32 3 63 32 24,6 2,3 48,5 24,6 0,039 0,004 0,076 0,039
96 1 36 7 45 42 27,7 5,4 34,6 32,3 0,043 0,008 0,054 0,051
96 1 36 2 50 42 27,7 1,5 38,5 32,3 0,043 0,002 0,060 0,051
96 1 44 4 21 61 33,8 3,1 16,2 46,9 0,053 0,005 0,025 0,074
96 1 36 5 34 55 27,7 3,8 26,2 42,3 0,043 0,006 0,041 0,066
96 1 18 1 71 40 13,8 0,8 54,6 30,8 0,022 0,001 0,086 0,048
96 2 27 6 31 66 20,8 4,6 23,8 50,8 0,029 0,006 0,033 0,070
96 2 24 2 53 51 18,5 1,5 40,8 39,2 0,025 0,002 0,056 0,054
96 2 20 3 17 90 15,4 2,3 13,1 69,2 0,021 0,003 0,018 0,095
96 2 21 3 36 70 16,2 2,3 27,7 53,8 0,022 0,003 0,038 0,074
96 2 19 5 40 66 14,6 3,8 30,8 50,8 0,020 0,005 0,042 0,070
96 2 44 8 14 64 33,8 6,2 10,8 49,2 0,047 0,008 0,015 0,068
96 2 45 7 23 55 34,6 5,4 17,7 42,3 0,048 0,007 0,024 0,058
96 3 27 3 62 38 20,8 2,3 47,7 29,2 0,039 0,004 0,090 0,055
96 3 9 2 57 62 6,9 1,5 43,8 47,7 0,013 0,003 0,083 0,090
96 3 18 4 72 36 13,8 3,1 55,4 27,7 0,026 0,006 0,104 0,052
96 3 25 5 60 40 19,2 3,8 46,2 30,8 0,036 0,007 0,087 0,058
96 3 13 4 53 60 10,0 3,1 40,8 46,2 0,019 0,006 0,077 0,087
96 3 32 5 31 62 24,6 3,8 23,8 47,7 0,046 0,007 0,045 0,090
96 3 20 4 66 40 15,4 3,1 50,8 30,8 0,029 0,006 0,096 0,058
120 1 23 5 49 53 17,7 3,8 37,7 40,8 0,019 0,004 0,040 0,044
120 1 14 4 47 65 10,8 3,1 36,2 50,0 0,012 0,003 0,039 0,054
120 1 12 2 59 57 9,2 1,5 45,4 43,8 0,010 0,002 0,049 0,047
120 1 14 0 53 63 10,8 0,0 40,8 48,5 0,012 0,000 0,044 0,052
120 1 18 4 52 56 13,8 3,1 40,0 43,1 0,015 0,003 0,043 0,046
120 1 25 8 45 52 19,2 6,2 34,6 40,0 0,021 0,007 0,037 0,043
120 2 15 4 67 44 11,5 3,1 51,5 33,8 0,020 0,005 0,089 0,058
120 2 27 4 65 34 20,8 3,1 50,0 26,2 0,036 0,005 0,086 0,045
120 2 29 4 68 29 22,3 3,1 52,3 22,3 0,039 0,005 0,090 0,039
120 2 24 5 47 54 18,5 3,8 36,2 41,5 0,032 0,007 0,062 0,072
120 2 13 3 65 49 10,0 2,3 50,0 37,7 0,017 0,004 0,086 0,065
120 2 20 5 56 49 15,4 3,8 43,1 37,7 0,027 0,007 0,074 0,065
120 2 33 3 54 40 25,4 2,3 41,5 30,8 0,044 0,004 0,072 0,053
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Horas Apos

Tratamentos - Reacao de Feulgen

Castracao Nao Diabético Diabético Diabético + Insulina
Nao castrado 0,00 1,12 0,00
Nao castrado 1,28 0,00 0,00
Nao castrado 1,96 1,54 0,00
Nao castrado 0,00 0,00 0,00
Nao castrado 2,30 0,00 0,00
Nao castrado 2,41 0,00 0,00
Nao castrado 0,00 0,88 0,00
Nao castrado 0,00 1,18 0,00
Nao castrado 0,00 0,95 0,00
Nao castrado 0,00 1,92 0,00
Nao castrado 0,00 1,52 0,00
Nao castrado 0,00 0,00 0,00
Nao castrado - - 0,00
Nao castrado - - 0,00
Nao castrado - - 0,00
Nao castrado - - 0,00
Nao castrado - - 0,00
Nao castrado - - 0,00
Nao castrado - - 0,00
Nao castrado - - 0,00
Nao castrado - - 1,14

24 0,00 0,00 0,00
24 0,00 0,00 0,00
24 0,00 1,67 2,27
24 1,09 0,00 0,00
24 1,05 0,00 0,00
24 2,06 0,00 0,00
24 1,25 2,33 1,05
24 - 3,64 0,00
24 - 3,95 0,00
24 - 1,92 0,72
24 - 0,00 0,00
24 - 1,85 0,00
24 - - 0,00
24 - - 0,00
24 - - 0,00
24 - - 0,00
24 - - 0,00
24 - - 0,94
24 - - 1,03
24 - - 1,12
24 - - 0,00
24 - - -

48 2,56 0,00 1,16
48 2,53 4,04 2,99
48 0,00 1,92 0,00
48 4,50 4,30 0,00
48 1,45 4,30 0,00
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48 8,11 5,36 0,00
48 2,56 6,06 1,82
48 - 6,67 3,45
48 - 7,27 1,56
48 - 7,41 4,00
48 - 4,23 4,35
48 - 7,89 0,00
48 - 8,77 -

48 - 7,69 -

48 - 9,76 -

48 - 0,00 -

48 - 0,00 -

48 - 2,44 -

48 - 0,00 -

48 - 0,00 -

48 - 8,70 -

72 2,36 4,23 0,00
72 6,58 3,03 0,00
72 5,13 10,87 4,55
72 417 6,02 0,00
72 4,05 1,82 0,00
72 6,12 3,33 0,00
72 1,64 3,17 0,00
72 - 5,17 0,00
72 - 5,32 1,96
72 - 4,94 0,00
72 - 5,88 2,20
72 - 1,52 2,63
72 - 3,45 4,21
72 - 3,41 1,79
72 - 0,00 6,98
72 - 0,00 4,23
72 - 5,88 2,46
72 - 2,60 3,03
72 - 2,82 2,69
72 - 5,21 3,57
72 - - 1,67
72 - - 2,82
72 - - 3,64
72 - - 5,71
72 - - 2,63
96 2,65 3,31 0,85
96 4,94 2,29 0,00
96 2,38 1,86 0,00
96 2,02 0,66 0,00
96 1,22 0,00 0,00
96 1,52 1,92 1,15
96 3,70 2,06 0,00
96 - 2,44 0,00
96 - 1,33 0,00
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96 - 0,00 0,00
96 - 0,00 0,00
96 - 0,00 0,00
96 - - 0,00
96 - - 0,00
96 - - 0,00
96 - - 0,00
96 - - 0,00
96 - - 1,54
96 - - 0,00
96 . i 1,10
96 - - 1,96
120 0,00 0,00 1,41
120 0,00 1,52 1,69
120 2,61 2,06 0,00
120 0,00 1,68 0,00
120 0,88 3,80 0,00
120 0,00 3,13 1,12
120 2,88 1,35 1,39
120 : 2,65 0,00
120 - 1,20 0,00
120 : 4,84 0,00
120 - 3,16 0,00
120 - 1,67 0,00
120 - - 0,00
120 - - 0,00
120 - - 0,00
120 - - 1,22
120 : : 1,59
120 - - 0,00
120 - - 1,52
120 - - 0,00
120 : : 3,77
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Reac¢ao de TUNEL - Nao Diabético

Horas Apés Nucleos Nucleos (%)

Castracao | TUNEL (+)]| TUNEL (-) Total TUNEL (+)] TUNEL (-) Total
Nao castrado 7 408 415 1,69 98,31 100,00
Nao castrado 6 527 533 1,13 98,87 100,00
Nao castrado 6 485 491 1,22 98,78 100,00
Nao castrado 4 411 415 0,96 99,04 100,00
Nao castrado 7 452 459 1,53 98,47 100,00
Nao castrado 3 341 344 0,87 99,13 100,00

48 7 390 397 1,76 98,24 100,00
48 10 411 421 2,38 97,62 100,00
48 6 344 350 1,71 98,29 100,00
48 6 394 400 1,50 98,50 100,00
48 9 383 392 2,30 97,70 100,00
48 4 375 379 1,06 98,94 100,00
72 14 293 307 4,56 95,44 100,00
72 12 241 253 4,74 95,26 100,00
72 16 272 288 5,56 94,44 100,00
72 39 344 383 10,18 89,82 100,00
72 15 348 363 413 95,87 100,00
72 26 376 402 6,47 93,53 100,00
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Reac¢ao de TUNEL - Diabético

Horas Apos Nucleos Nucleos (%)

Castracdo | TUNEL (+)| TUNEL (-) Total TUNEL (+)] TUNEL (-) Total
Nao castrado 0 83 83 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 45 45 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 50 50 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 73 73 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 108 108 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 99 99 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 89 89 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 109 109 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 84 84 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 96 96 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 15 15 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 38 38 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 61 61 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 53 53 0,00 100,00 100,00

48 0 35 35 0,00 100,00 100,00
48 1 65 66 1,62 98,48 100,00
48 0 37 37 0,00 100,00 100,00
48 3 55 58 517 94,83 100,00
48 5 56 61 8,20 91,80 100,00
48 1 78 79 1,27 98,73 100,00
48 1 39 40 2,50 97,50 100,00
48 5 101 106 472 95,28 100,00
48 7 151 158 4,43 95,57 100,00
48 2 81 83 2,41 97,59 100,00
48 4 115 119 3,36 96,64 100,00
48 4 170 174 2,30 97,70 100,00
48 2 128 130 1,54 98,46 100,00
48 6 132 138 4,35 95,65 100,00
72 3 57 60 5,00 95,00 100,00
72 2 40 42 4,76 95,24 100,00
72 2 101 103 1,94 98,06 100,00
72 1 60 61 1,64 98,36 100,00
72 2 68 70 2,86 97,14 100,00
72 0 45 45 0,00 100,00 100,00
72 3 54 57 5,26 94,74 100,00
72 1 59 60 1,67 98,33 100,00
72 2 60 62 3,23 96,77 100,00
72 1 90 91 1,10 98,90 100,00
72 0 88 88 0,00 100,00 100,00
72 2 31 33 6,06 93,94 100,00
72 0 45 45 0,00 100,00 100,00
72 1 51 52 1,92 98,08 100,00
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Reacao de TUNEL - Diabético + Insulina

Horas Apos Nucleos Nucleos (%)

Castracdo | TUNEL (+)| TUNEL (-) Total TUNEL (+)] TUNEL (-) Total
Nao castrado 0 52 52 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 35 35 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 40 40 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 31 31 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 1 55 56 1,79 98,21 100,00
Nao castrado 1 67 68 1,47 98,53 100,00
Nao castrado 0 33 33 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 88 88 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 177 177 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 93 93 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 100 100 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 110 110 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 71 71 0,00 100,00 100,00
Nao castrado 0 112 112 0,00 100,00 100,00

48 0 119 119 0,00 100,00 100,00
48 1 87 88 1,14 98,86 100,00
48 1 92 93 1,08 98,92 100,00
48 1 106 107 0,93 99,07 100,00
48 0 25 25 0,00 100,00 100,00
48 0 113 113 0,00 100,00 100,00
48 2 126 128 1,56 98,44 100,00
48 0 61 61 0,00 100,00 100,00
48 0 65 65 0,00 100,00 100,00
48 0 24 24 0,00 100,00 100,00
48 0 36 36 0,00 100,00 100,00
48 0 25 25 0,00 100,00 100,00
48 0 107 107 0,00 100,00 100,00
48 0 47 47 0,00 100,00 100,00
72 0 42 42 0,00 100,00 100,00
72 2 98 100 2,00 98,00 100,00
72 1 55 56 1,79 98,21 100,00
72 2 65 67 2,99 97,01 100,00
72 3 54 57 5,26 94,74 100,00
72 0 91 91 0,00 100,00 100,00
72 0 52 52 0,00 100,00 100,00
72 1 67 68 1,47 98,53 100,00
72 2 86 88 2,27 97,73 100,00
72 1 65 66 1,62 98,48 100,00
72 1 106 107 0,93 99,07 100,00
72 0 48 48 0,00 100,00 100,00
72 3 52 55 5,45 94,55 100,00
72 3 81 84 3,57 96,43 100,00
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