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Resumo

O cancro da prostata (CP) assume a quarta posi¢cdo ao nivel de incidéncia global de
neoplasias pela World Health Organization (WHO). Varios modelos animais foram
desenvolvidos para estudar o CP. Esta disponivel literatura cientifica sobre a aplicacdo do
exercicio fisico como uma terapia auxiliar a doenca, mas os mecanismos bioldgicos subjacentes
ainda ndo foram descritos. A ultrassonografia € uma componente da imagiologia importante
para monitorizar diversas doencas, nomeadamente o CP. Assim, o objetivo deste trabalho foi
estudar e monitorizar por ultrassonografia o protocolo de inducdo de CP em animais de

laboratorio e compreender a influéncia do exercicio na sua evolugéo.

Para se alcancarem 0s objetivos propostos recorremos a um modelo animal de inducao
de CP, com ratos Wistar, através da administracdo sequencial de flutamida (farmaco anti-
androgeénio), propionato de testosterona, N-metil-N-nitrosureia (MNU) e a colocagdo de
implantes de testosterona cristalina. Usaram-se 41 ratos de sexo masculino Wistar Unilever,
distribuidos aleatoriamente por quatro grupos experimentais: grupo I, composto por 10 animais
de controlo sedentarios; grupo I, por 10 animais controlo exercitados; grupo 11, por 10 animais
induzidos ao CP sedentérios; e um grupo IV, por 11 animais com CP induzido e exercitados.
Os grupos Il e IV foram submetidos a um plano de exercicio cronico de corrida em tapete
rolante. A massa corporal dos animais foi determinada e os consumos de agua e comida
registados periodicamente. A prostata de cada animal foi monitorizada nas semanas 12, 15, 21,
32 de vida, usando o modo B de ultrassonografia e na semana 35, pela técnica descrita e pelo
modo de Contraste. Na semana 35 de vida, os animais foram sacrificados e realizou-se uma

necrépsia completa, sendo recolhidos todos os 6rgdos e registadas as suas massas.

Na semana 35, o valor médio da massa corporal dos animais exercitados (Il e 1V) foi
inferior (p<0,05) aos animais sedentarios (I e 111). O protocolo de indugdo de CP nao promoveu
diferencas significativas na massa corporal (p>0,05). Os animais induzidos (Il e V)
apresentaram uma dimensdo prostatica superior e uma ecogenicidade inferior (p<0,05) em
comparagdo com o0s animais saudaveis (I e IlI). N&o se registou qualquer indicio de
neovascularizacdo. A massa relativa da prostata, da vesicula seminal e da glandula bulbouretral
foi estatisticamente superior (p<0,05) no grupo Il e 1V. Nédo se registou qualquer efeito do

exercicio fisico na glandula, através dos resultados obtidos.



Resumo

Conclui-se que a manipula¢do hormonal e a administracdo da MNU causa repercussoes
significativas nas dimensfes da prostata (provocada pela proliferacdo de células no tecido) e
nos valores de massa relativa dos 6rgédos reprodutores. Os dados sugerem que este protocolo de
indugdo apresenta um periodo de laténcia elevado, presumindo a inexisténcia de lesdes
neoplasicas para o intervalo a que foi aplicado. N&o foi possivel aprofundar o efeito do exercicio
sobre o CP devido a auséncia da analise histologica. Este estudo evidencia a importancia da
ultrassonografia na caraterizacdo e monitorizacéo da prostata num protocolo animal de inducéo
de CP.

Palavras-chave: Wistar, prostata, N-metil-N-nitrosureia (MNU), testosterona, exercicio,
ultrassonografia



Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro Vila Real, 2018

Abstract

Prostate cancer (PC) is ranked fourth in the overall incidence of neoplasms by the World
Health Organization (WHO). Several animal models were developed to study PC. Scientific
literature on the application of physical exercise as an adjunctive therapy to the disease is
available, but the underlying biological mechanisms have not yet been described.
Ultrasonography is an important component of imaging to monitor various diseases, namely
PC. Thus, the objective of this work was to study and monitor by ultrasonography the protocol
of PC induction in laboratory animals and to understand the influence of exercise on its

evolution.

To achieve the proposed objectives, we used an animal model of PC induction, with
Wistar rats, through the sequential administration of flutamide (anti-androgen drug),
testosterone propionate, N-methyl-N-nitrosourea (MNU) and the placement of testosterone
crystalline implants. Forty-one males Wistar Unilever rats randomly assigned to four
experimental groups were used: group I, composed of 10 control animals; group Il, composed
of 10 control exercised; group 111, composed of 10 induced to the PC sedentary; and one group
IV, composed of 11 PC induced and exercised. Groups Il and IV underwent a chronic treadmill
exercise plan. The body mass of the animals was determined, and the water and food
consumption were recorded periodically. The prostate of each animal was monitored at 12, 15,
21, 32 weeks of life, in B mode of ultrasonography and at week 35, using the described
technique and by the Contrast mode. At week 35 of life, the animals were sacrificed and a

complete necropsy was performed, all organs were collected and their mass recorded.

At week 35, the mean body mass of the exercised animals (11 and 1V) was lower (p<0.05)
than the sedentary animals (I and 111). The PC induction protocol did not promote significant
differences in body mass (p>0.05). Induced animals (Il and IV) had a higher prostatic
dimension and lower echogenicity (p<0.05) when compared with healthy animals (I and 11).
There was no evidence of neovascularization. The relative mass of the prostate, seminal vesicle
and bulbourethral gland was statistically superior (p<0.05) in groups 11l and IV. There was no

effect of physical exercise on the gland, through the results obtained.

It is concluded that hormonal manipulation and MNU administration cause significant

repercussions on the size of the prostate (caused by the proliferation of cells in the tissue) and

\%



Abstract

in the relative mass values of the reproductive organs. It is suggested that this induction protocol
presents a period of high latency, presuming the absence of neoplastic lesions for the interval
to which it was applied. It was not possible to deepen the effect of exercise on PC due to absence
of histological analysis. This study evidences the importance of ultrasonography in the
characterisation and monitoring of the prostate in an animal PC induction protocol.

Keywords: Wistar, prostate, N-methyl-N-nitrosourea (MNU), testosterone, exercise,

ultrasound

VI
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1. Introducao

1.1. Cancro

Cancro é o nome vulgarmente atribuido a um conjunto de doengas que envolvem uma
multiplicacdo descontrolada de células com mutacdes genéticas, podendo invadir outras regifes

do corpo, isto é, metastizar (Hanahan e Weinberg, 2011).

A par do nome cancro séo utilizados outros termos com o mesmo significado como é o
caso de neoplasia e de tumor (Cooper, 1992). O termo neoplasia contém o conceito de cancro,
porque “neo” significa novo e “plasia” significa formacao, assim neoplasia quer dizer formacao
de um novo tecido. A palavra tumor, antigamente, foi usada para definir qualquer tumefacao
ou aumento anormal de volume no corpo humano, isto porque “tumor”, em latim, significa um
estado inchado. O termo latim tumor ou inchago constitui um dos cinco sinais cardinais da
inflamacdo aguda, sendo os restantes quatro: rubor (vermelhidao); ardor (calor); dolor (dor); e
functio laesa (perda de fungdo) (Kumar et al., 2013). Assim, o termo latim tumor pode, em

termos classicos, referir-se a qualquer tumefagéo no corpo:

e Tumefacdo associada a inflamacéo;

e Abcesso, acumulacdo de pus como resultado de uma infecéo;

e Quisto, estrutura fechada em forma de saco preenchida com uma substancia liquida ou
semissolida;

e Nodulo ou uma protuberancia relacionada com o cancro.

Estas definigdes estdo corretas, mas ao longo do percurso da medicina, a palavra tumor
aproximou-se do conceito de neoplasia. A neoplasia podera ser classificada em duas categorias
distintas: a neoplasia benigna e a neoplasia maligna. A neoplasia benigna representa um
crescimento de tecidos confinados no seu local de origem, sendo limitados por uma cépsula
fibrosa e ndo invadindo outras regides do organismo. Normalmente esta classe de neoplasias
ndo representa um perigo direto, sendo facil e simples a sua remocao através de procedimentos
cirurgicos (Cooper, 1992). Em contrapartida, a neoplasia maligna é constituida, como atréas foi
referido, por células cancerigenas, sendo consideradas “imortais” e possuem a capacidade de

proliferar indefinidamente. Estas células adquiriram um fenétipo que promove a
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autossuficiéncia em fatores de crescimento, sdo insensiveis aos sinais inibitorios de
crescimento, isentas dos mecanismos de apoptose, promovem a angiogenese e tém a capacidade
de invasdo local e a distancia, formando col6nias secundarias (metastizacdo) (Figura 1)
(Hanahan e Weinberg, 2011). Logo, as células cancerigenas diferem das células normais,
sofreram uma série de modificagdes, que conduziram a uma perda parcial ou completa da
identidade do tecido. Assim sendo, as células malignas tornaram-se parte de um novo tecido
diferente, podendo eventualmente promover a morte do individuo (Cooper, 1992; Bocchetta e
Carbone, 2004).

Sinalizagao Proliferativa
Sustentada

Morte celular Evasédo aos Supressores
Inibida de Crescimento

Angiogénese Invasao e
Metastizacao

Imortalidade
Replicativa

Figura 1. Os seis hallmarks do cancro propostos por Hanahan e Weinberg, em 2000 (adaptado de Hanahan e
Weinberg, 2011).

1.2. Carcinogénese

A carcinogénese inclui todos os processos envolvidos na transformacdo de uma célula
normal numa célula neoplésica. Este processo, em conformidade com a bibliografia, pode ser
dividido em trés etapas distintas: iniciacdo tumoral; promog&o tumoral; e a progresséo (Figura
2) (Yewei Liu et al., 2015).
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Um ndmero de agentes carcinogénicos quimicos, fisicos (ionizantes e nao ionizantes) e
bioldgicos (virus, bactérias) sdo conhecidos pela capacidade de provocar mutagdes ou alterar a
expressdo de genes especificos, resultando num dano inicial ao &cido desoxirribonucleico
(ADN). Reconhece-se que certos agentes carcinogenicos ndo sdo, por si so, suficientes para
induzir cancro. No entanto, a interacdo entre estes conseguiu ultrapassar essa limitagdo, ja
estando alguns bem documentados, como por exemplo a aflatoxina e o virus da hepatite B no
hepatocarcinoma. Este tipo de interacdo quimica-viral ilustra a etiologia multifatorial do cancro,
apresentando assim novos desafios para a identificacdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na inducéo da doenca (Wild e Kleihues, 1996).

_ Agentes
Quimicos

Excregao

AlKCED AlteragGes ExE;anslao Alteragoes
Genéticas cond Genéticas
seletiva
Agentes ’ _— e
I~ Fisicos — — ‘ a —
Célula Lesdes Metastizagao
“iniciada” pré-neoplasicas maligna
— Agentes
Biol6gicos N
Iniciagéo Promocéao
Tumoral Tumoral

Progresséo
Tumoral

Cancro
metastizado

Figura 27. Etapas da carcinogénese, ilustracdo construida com elementos do Servier Medical Art (Kufe et al.,
2003; Baba e Cétoi, 2007; Yewei Liu et al., 2015).

1.2.1. Iniciagédo tumoral

E a primeira fase de carcinogénese. Nesta etapa as células ficam suscetiveis a alteracdes
na estrutura molecular do seu ADN, por um ou varios agentes carcinogénicos (Baba e Catoi,
2007). Na maioria das vezes, isto € provocado pela formacao de um aduto entre o carcinogeénico,

ou um dos seus grupos funcionais, e um nucleo6tido no ADN (Yuspa e Poirier, 1988). Estes



Introdugéo

adutos entre ADN-carcinogénico séo essenciais, mas nao suficientes para a iniciagdo do tumor
(Kufe et al.,, 2003). Nesta fase, as células ficam sensibilizadas para a acdo de agentes

promotores. Do ponto de vista clinico ainda ndo se consegue identificar um tumor nesta fase.

1.2.2. Promocéao tumoral

As células que anteriormente estiveram predispostas a alteracdes do seu genoma, se forem
expostas a acdo de agentes promotores, entram em multiplicagdo descontrolada. Os agentes
promotores ndo sao sO por si agentes carcinogénicos, mas tém a capacidade de reduzir o periodo
de laténcia na formagdo de um tumor num tecido, ou aumentar o nimero de tumores ai
formados. Este agente promove a formacao tumoral juntamente com uma dosagem de iniciador
que é demasiado baixa para ser considerado carcinogénico sé por si (Kufe etal., 2003). Existem
iniciadores carcinogénicos que em certas dosagens, e dependendo do modo e vias de
administracdo, sdo classificados também como agentes promotores, sendo por essa razdo

denominados de agentes carcinogénicos completos (Baba e Catoi, 2007).

Ao contrario dos iniciadores, 0s promotores ndo estabelecem ligagbes covalentes com as
macromoléculas da célula ou com o seu ADN. Grande parte destes compostos ligam-se a
recetores existentes na membrana da célula, afetando as vias intracelulares envolvidas na
proliferacédo celular (Klaunig et al., 2000). Os promotores poderdo ser subdivididos em duas
categorias: o promotor especifico, o qual interage com recetores que se encontram na membrana
plasmatica ou no interior das células-alvo; e os promotores inespecificos, que alteram a

expressao genética, sem um envolvimento com um recetor conhecido (Yewei Liu et al., 2015).

A promocao tumoral compreende assim, um aumento do nimero de células por expansédo
clonal seletiva das células iniciadas. Quanto mais répida a multiplicacdo celular, maior a
acumulacdo de erros genéticos e consequentemente maior a probabilidade de ocorrer a
formacdo de um tumor. A ocorréncia dessa conversdao depende ainda da forma como é feita a
administracdo do composto promotor, porque uma administracao da dose total de um promotor
é menos significativa em relacdo a frequéncia de administracBes repetidas. Se essa
administracdo continua for interrompida antes de ocorrer a conversdao maligna, as lesbes
induzidas provocadas pelos compostos iniciadores e promotores poderdo ser reversiveis (Kufe
et al., 2003).
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1.2.3. Progressao tumoral

Nesta fase ocorre um conjunto de transformacdes em série numa populacao de células
pré-neoplasicas de forma que estas expressem um fenotipo maligno e gradualmente adquiram
caracteristicas mais agressivas (Kufe et al., 2003). A progressao é associada a intensificacdo da
instabilidade genomica (com alteracBes genéticas e epigenéticas) e ao crescimento
descontrolado (Lengauer et al., 1998). Esta instabilidade gendmica resume-se na ativacdo de
proto-oncogenes, na perda de funcdo de genes de supressdo tumoral e de genes reguladores da
apoptose e na inativacdo de genes responsaveis pela reparacdo do ADN (Boyle e Levin, 2008).
Nesta fase, as células adquirirem a capacidade de proliferar de forma incontrolavel, podendo
invadir outros tecidos. Kufe (2003) refere que é a acumulagdo destas mutacGes o fator

determinante na carcinogénese e ndo a ordem das suas fases.

Alguns modelos animais induzidos de doencas oncoldgicas, implicam a administracao de
um agente iniciador, seguida de um promotor para encurtar o periodo de desenvolvimento
tumoral (Yewei Liu et al., 2015).

1.3. Cancro da préstata

1.3.1. Epidemiologia

A incidéncia de cancro da préstata (CP) estimada em 2000 foi de 543 000 doentes, em
2012 aumentou para 1,1 milhdo, sugerindo um aumento da incidéncia de CP na década passada
(Parkin, 2001; WHO, 2012a). Segundo a World Health Organization (WHO), o CP assumiu a
quarta posicao ao nivel de incidéncia global de neoplasias (WHO, 2012a), sendo esta a segunda
principal causa de morte entre 0s homens nos paises ocidentais (Corona et al., 2011). A
mortalidade e morbilidade associadas ao CP estdo fortemente correlacionadas com a
metastizacdo 0ssea desta neoplasia. A metastizacdo ocorre em cerca de 90% dos doentes que

morrem com CP (Valkenburg e Williams, 2011).

O CP desenvolve-se predominantemente em homens com idade superior a 50 anos, tem

geralmente um crescimento lento e é desprovido de sintomas (Tamburrino et al., 2012).
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O aumento na sua incidéncia podera resultar de uma melhor acessibilidade aos exames
de diagndstico. Atualmente a difusdo da analise que avalia o antigénio sérico prostatico
(abreviado para a sua sigla em inglés, PSA) tem permitido diagnosticar mais casos
(Hassanipour-Azgomi et al., 2016). Admite-se que 70% dos novos casos estimados em 2012
ocorreram nos paises desenvolvidos (WHO, 2012a). Essa diferenga na taxa de incidéncia, em
relacdo aos paises em desenvolvimento, estd diretamente correlacionada com a diferenca do
indice de Desenvolvimento Humano (IDH) existente entre paises desenvolvidos e em vias de
desenvolvimento. Paises desenvolvidos possuem um maior IDH, apresentando um sistema
eficiente de vigilancia, rastreio e registo que resulta na maior taxa de incidéncia desta doenga
(Hassanipour-Azgomi et al., 2016). Em Portugal, em 2012, estima-se que a incidéncia tera sido
de 6622 novos casos e a mortalidade de 1582 individuos (WHO, 2012b).

A incidéncia de tumores espontaneos na prostata em outras espécies € considerada rara,
com a excec¢do do cao, e algumas estirpes de rato, como por exemplo a Lobund-Wistar, a
ACI/Seg e a F344, ocorrendo entre eles diferentes taxas de incidéncia (Bosland, 1996; Shirai et
al., 2000).

1.3.2. Fatores de risco

Ndo é facil estabelecer os fatores de risco para o desenvolvimento do CP. Em
conformidade com a bibliografia consultada, os fatores de risco estabelecidos, incluem a idade,
a etnia, a heritabilidade familiar e alteracfes nas concentrac6es sericas dos androgénios (Ferris-
i-Tortajada et al., 2011; Giri e Beebe-Dimmer, 2016). Outros fatores considerados relevantes
para o desenvolvimento desta doenca sdo modificaveis, nomeadamente o tipo de dieta, a

obesidade e o estilo de vida (Markozannes et al., 2016).

1.3.2.1. ldade

A idade € considerada o fator principal para o desenvolvimento do CP, havendo uma
relacdo direta entre a idade avangada e o risco para desenvolver a doenca. Ferris-i-Tortajada
(2011) indica que menos de 0,6% de todos os casos diagnosticados, sdo relativos a individuos

com idade inferior a 45 anos, e entre 0s 62% a 85% ap0s 0s 65 anos. Considera-se que a idade
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também podera afetar a dimenséo da préstata. Os homens entre 50-60 anos apresentam uma
prostata maior e esse aumento podera corresponder a hiperplasia benigna da préstata (HPB) ou

a adenocarcinomas prostaticos (Ferris-i-Tortajada et al., 2011).

O envelhecimento esta relacionado com o aparecimento de diversas alteragdes ao nivel
metabolico e molecular, como por exemplo a acumulagdo de espécies reativas de oxigénio no
organismo (EROs). Khandrika (2009) refere que essa acumulagéo resulta da disfuncionalidade
mitocondrial (por mutacdes), e & perda dos mecanismos de defesa antioxidantes. Como
consequéncia, ha uma exposicdo das células a um maior stresse oxidativo, promovendo

mutacdes e transformac6es neoplasicas nas células prostaticas.

1.3.2.2. Etnia

Existem variagdes significativas na incidéncia anual do CP entre grupos étnicos e entre
diferentes localizagBes geograficas (Ferris-i-Tortajada et al., 2011). Rebbeck (2017) refere que
individuos de descendéncia africana apresentam elevada mortalidade. Na qual afro-caribenhos
e afro-subsaarianos apresentam as maiores taxas de mortalidade, de 18,7-29,3 por 100 000
individuos. No periodo de 2008-2011, individuos afro-americanos (43 por 100 000)
apresentaram uma elevada taxa de mortalidade em comparagdo com as outras etnias nos EUA.
Em contrapartida, os homens das regides do leste, do sudeste e do centro-sul asiatico
apresentam as menores taxas de mortalidade (2,9; 3,1; e 6,7 por 100 000, respetivamente), em
conjunto com os norte-africanos (7 por 10 000). Esta diferenca é consistente com os dados
recolhidos de varios estudos de GWAS (do inglés, genome-wide association study) em relagdo
aos loci de suscetibilidade do CP. Estes estudos demonstraram a existéncia de polimorfismos
genéticos, em relacdo a presenca e frequéncia de alelos de risco do CP entre etnias, na qual a

descendéncia africana se encontra mais predisposta (Kheirandish e Chinegwundoh, 2011).

Rebbeck (2017) refere também que a suscetibilidade ao CP é auxiliada pela interacdo dos

genes e dos fatores ambientais, que sdo variaveis entre populagdes.
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1.3.2.3. Heritabilidade

Estima-se que entre 40-50% dos casos de CP tém uma componente hereditaria. O risco
de incidéncia para o seu desenvolvimento é proporcional ao numero de familiares afetados e do

grau de parentesco (Giri e Beebe-Dimmer, 2016).

Varias alteragBes genéticas hereditarias identificadas demonstram um aumento da
probabilidade de desenvolver CP. Mutacdes hereditarias nos genes BRCA1 ou BRCAZ2
aumentam a probabilidade de desenvolvimento de alguns tipos de cancro, como o cancro da
mama e do ovario. As mutacdes no gene BRCA2 predispdem alguns homens a desenvolver CP.
Homens com a sindrome Lynch, doenca hereditaria com transmissdo autossomica dominante,
tém maior probabilidade de desenvolverem CP (Adjakly et al., 2015; Giri e Beebe-Dimmer,
2016).

1.3.2.4. Influéncia hormonal

A testosterona e a dihidrotestosterona, compostos androgénicos, intervém no
desenvolvimento e maturacdo da prdstata, afetando a sua proliferacéo e diferenciacao celular
(Ferris-i-Tortajada et al., 2011). A testosterona € secretada principalmente nos testiculos, e em
menor quantidade nas glandulas adrenais (Kempna et al., 2015), enquanto a dihidrotestosterona
é um metabolito biologicamente ativo da testosterona, formado principalmente na proéstata,
testiculos e glandulas adrenais pela enzima Sa-redutase. A agdo dos androgénios na prostata é
mediada pelo recetor dos androgénios, que ao ser ativado, promove a transcri¢cdo de genes
envolvidos na sintese do ADN e a proliferacdo celular (Ferris-i-Tortajada et al., 2011). Os
compostos androgénicos possuem diferentes afinidades na ligagdo ao recetor dos androgénios,
a dihidrotestosterona tem mais afinidade do que a testosterona. Altera¢Ges na sintese, e/ou
catabolismo, ou nas concentracdo dos androgénios poderdo influenciar a ocorréncia da HPB e
do CP (Qin et al., 2016).
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1.4. Modelos animais

Os modelos animais sdo fundamentais para a investigacdo cientifica dos mecanismos
fisiolégicos/fisiopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento do cancro. Um modelo animal
apropriado e valido para o estudo da carcinogénese prostatica é aquele que para além de ser
pratico e de facil execucdo, permite estudar o espectro de lesdes prostaticas identificadas no
homem do ponto de vista histoldgico e as suas caracteristicas moleculares e genéticas (Bosland,
1992).

Devido a complexidade bioldgica entre o ser humano e os animais de laboratério pode
afirmar-se que, ndo existe um modelo que represente na totalidade o padréo clinico da doenca
humana (Valkenburg e Williams, 2011). A escolha do modelo animal deverd incluir, em outros
aspetos, a transposicdo da informacéo, a generalizacdo dos resultados, as implicacdes éticas, as
consequéncias ecoldgicas, a sua disponibilidade e os custos de implementacao (Davidson et al.,
1987).

1.5. O rato como modelo animal

O rato (Rattus norvegicus) tem sido usado como um dos principais modelos para o estudo
de varios processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos, estando por isso bem documentado.

Durante varias décadas, o R. norvegicus foi submetido a uma reproducdo seletiva e
manipulacdo genética, desenvolvendo-se varias estirpes com caracteristicas especificas para a
investigacdo biomédica. O rato reune outras caracteristicas, fortalecedoras do seu uso como
modelo animal, nomeadamente a simplicidade na realizacdo de procedimentos experimentais
(manipulacdo, administracdes, cirurgia, etc.), tamanho, manutencdo, comportamento docil e
tempo de gestacdo curto. Outros modelos mamiferos de maior porte, devido a implicagdes
éticas, ndo podem ser usados, 0 que acentua a utilizagdo do rato como modelo animal (Dwinell,
2010).
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1.6. Anatomia e fisiologia da prostata do roedor e do homem

A préstata do roedor e do homem sdo anatomicamente distintas (Figura 3). A préstata do
roedor subdivide-se em quatro Iébulos, relativamente a posicdo da bexiga: anterior (também
conhecida como glandula de coagulagdo), ventral, dorsal e lateral (Valkenburg e Williams,
2011).

Cada lobulo apresenta diferentes caracteristicas morfoldgicas e histologicas. As células
epiteliais e estromais das diferentes regides da prostata respondem distintamente a privacao e
estimulacdo das hormonas androgénicas, o que sugere uma heterogeneidade funcional de cada
um dos Iébulos (Gongalves et al., 2013). O Iébulo ventral da prostata consiste em duas regides
discretas adjacentes a bexiga, esta conectado a uretra por um conjunto de ductos. Os l6bulos
dorsal e lateral situam-se ao longo da uretra, formando uma massa macroscopicamente distinta,
sendo por vezes denominado como prostata dorso-lateral. O 16bulo anterior € uma estrutura
tubular fina e fixa a curvatura das vesiculas seminais (Shirai et al., 2000). Todos os l6bulos
estdo envolvidos por uma cépsula revestida de mesotélio, sendo separados entre si por tecido

conjuntivo fibroso e adiposo (Oliveira et al., 2016).

A prostata do homem, em oposi¢do dos roedores, é uma estrutura sélida compacta,
descapsulada, a qual contém 3 regides glandulares distintas: periférica, central e transitéria; e

uma regido do estroma fibromuscular anterior ndo glandular (Oliveira et al., 2016).

Os l6bulos dorsal, lateral e anterior da prostata dos roedores sdo considerados homalogos
a determinadas regides da prostata do homem (Bosland, 1992). O I6bulo dorso-lateral é o mais
semelhante & regido periférica do homem, onde se desenvolvem 75-85% dos adenocarcinomas
prostaticos. O I6bulo anterior do roedor é considerado 0 homologo da regido central da préstata
do homem. O l6bulo ventral ndo apresenta homologia com qualquer regido prostatica no
homem (Oliveira et al., 2016).
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Ductos
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ventral
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Préstata do roedor Préstata do homem
(vista lateral) (plano sagital)

Figura 47. llustracdo esquematica da préstata do roedor (A) e do homem (B) (adaptado de Valkenburg e
Williams, 2011).

No homem, a glandula prostéatica aumenta de tamanho ao longo da vida, com inicio a
partir da terceira década de vida. O aumento significativo do tamanho da prostata e variacdo do
seu contorno no homem devido a HPB resulta em complicacdes nas técnicas de imagiologia

prostatica e nos tratamentos do CP (Talab et al., 2012).

1.7. Inducéo quimica e hormonal do CP no modelo animal

A inducdo quimica de tumores prostaticos em roedores tem sido usada para o estudo de
desenvolvimento e o tratamento do CP. Foram desenvolvidos quatro componentes quimicos
genotoxicos que induzem carcinomas prostaticos em roedores: N-metil-N-nitrosureia (MNU);
3,2'-dimetil-4-aminobifenil (DMAB); N-nitrosobis(2-oxopropil)amina (BOP); e 2-amino-1-
metil-6-fenilimidazo[4,5-b]piridina (PhIP) (Bosland, 1992; Shirai et al., 2000).

A MNU é um agente de metilacao de acdo direta, cuja administracdo leva a formacéo de
adutos de O®-metilguanina, com propriedades recombinantes e citotdxicas. Estes adutos sdo
removidos por ADN metiltransferases existentes nas células animais. A deplecdo dessas
metiltransferases resulta na persisténcia de sitios de ADN metilados, que sdo potencialmente

mutagénicos, promovendo o desenvolvimento de cancro no 6rgédo alvo (Gongalves et al., 2013).
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A administracdo da MNU em ratos machos Wistar Unilever, apds a estimulagdo da
proliferacdo celular prostatica [conseguida pela administracdo sequencial de acetato de
ciproterona (farmaco anti-androgénio esteroide) e propionato de testosterona] durante a
exposicao ao agente, resultou numa baixa incidéncia (5-25%) de adenocarcinomas nos l6bulos
dorso-lateral e anterior. Estes adenocarcinomas partilham algumas caracteristicas com 0s
carcinomas da préstata humana: longo periodo de laténcia, diferenciacdo histoldgica percetivel,
metastizacao pelas vias linfaticas e hematologicas e elevados niveis de fosfatase acida prostatica
(Bosland, 1992). Uma elevada incidéncia do CP é, no entanto, necesséria para estudar o seu
processo de carcinogénese e sua inibicao.

Bosland (1992) indica que uma elevada incidéncia de CP é conseguida apenas com um
tratamento crénico de testosterona apos a administracdo da MNU, através da colocacdo de
implantes subcutaneos de testosterona cristalina. Este modelo de elevada incidéncia (75-85%)
induz adenocarcinomas com as mesmas caracteristicas do modelo de baixa incidéncia, descrito
anteriormente, sendo ideal para estudar o CP. Este protocolo foi recentemente reformulado para
a utilizacdo de um farmaco anti-androgénio nao esteroide, a flutamida, devido ao elevado custo

do acetato de ciproterona (Bosland, 2014).

O DMAB e 0 BOP séo carcinogénicos com um metabolismo seletivo para o I6bulo ventral
da prostata do rato. A PhIP é uma amina heterociclica cancerigena, produzida no processo de
cozedura de carne e peixe, a sua exposicdo oral também induz o desenvolvimento de
carcinomas no lébulo ventral da préstata. Estes trés carcinogénicos induzem neoplasias que nao

sdo comparaveis as identificadas no homem (Bosland, 1992; Shirai et al., 2000).

1.8. A interferéncia do exercicio fisico no CP

A atividade fisica é definida como qualquer movimento corporal produzido pelo musculo
esquelético que requer gasto energético. O exercicio fisico € uma subcategoria da atividade
fisica planeada, repetitiva e estruturada, de forma a atingir e manter a aptidao fisica (WHO,
2010).

Existe evidéncia incontestavel que a atividade fisica desempenha uma fungdo protetora
na patogénese de varios disturbios e doengas. Afeta varios mecanismos bioldgicos, melhorando

a composicdo corporal, aprimora os perfis das lipoproteinas lipidicas, favorece a homeostasia
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da glicose, reduz a pressdo arterial, diminui a coagulagdo sanguinea, aumenta a funcéo cardiaca

e limita a inflamacéo sistémica (Warburton, 2006).

Mundialmente, calcula-se que 31,1% dos adultos sdo inativos, ndo cumprindo 0s niveis
minimos de 150 min/semana de atividade fisica moderada-rigorosa (AFMR), sugeridos pela
WHO (WHO, 2010; Hallal et al., 2012). Ruiz-Casado (2017) refere que uma AFMR regular
esta associada a um menor risco de desenvolver varios tipos de cancros, por exemplo do cancro
do cblon proximal (-24%) e distal (-23%), da mama (-12%), do ovario (-11%), do rim (-12%),
do pulméo (-24%), do pancreas (-11%) e da prostata (-10%).

Até ao momento ndo foram totalmente definidos os mecanismos bioldgicos que
correlacionam o risco de desenvolver CP com a atividade fisica. Admite-se que podera
influenciar os niveis das hormonas androgénicas, da insulina e dos fatores de crescimento
semelhante a insulina, cujos valores anormais estdo associados ao risco do CP. A AFMR
previne a obesidade, a qual aumenta a probabilidade de desenvolver CP; auxilia a funcdo
imunitaria e reforca os mecanismos de defesa antioxidante que poderdo reduzir o risco de

desenvolver CP (Yupeng Liu et al., 2011).

Os tumores caracterizam-se por ter um sistema de vascularizacdo desorganizado e uma
perfusdo/oxigenacdo anormal, promovendo a sua hipoxia e ma infiltragdo de farmacos
(Pedersen et al., 2015). O decréscimo dos niveis de oxigénio no microambiente tumoral leva as
celulas tumorais a alterarem o seu metabolismo assumindo vias anaerdbicas e favorecendo a
resisténcia a apoptose. A hipoxia estimula a expressédo do fator induzivel por hipoxia (HIF) que,
por sua vez, induz também a expressdo do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
um dos fatores importantes na promogao de angiogénese (Verma et al., 2009). No CP, verifica-
se que o exercicio fisico proporciona uma sobreexpressdo do HIF e do VEGF, mas detém um
resultado funcional oposto: promove uma perfusdo/oxigenacao intratumoral e um menor indice

de metastizagdo (Jones et al., 2012).

Um dos sintomas associados ao cancro é a fadiga, que por sua vez é também um dos
efeitos colaterais das terapias disponiveis, como a privacdo dos androgénios. O exercicio fisico
promove uma melhor condigdo fisica e mental dos doentes com CP, revelando-se uma terapia

auxiliar que proporciona melhor qualidade de vida a doentes com cancro (Yang e Wang, 2017).
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1.9. Diagnostico do CP e ultrassonografia

As principais ferramentas usadas para o diagnéstico do CP incluem exame de toque retal,
concentracdo do soro PSA e biopsia trans-retal ecoguiada (Aigner et al., 2010). Antes do teste
de PSA e a ultrassonografia trans-retal (TRUS) se tornarem amplamente disponiveis, 0s
tumores diagnosticados por toque retal ja se encontravam numa fase avancada, sendo estes
palpaveis e confinados na glandula. Atualmente, mais de 90% dos casos sdo diagnosticados

numa fase inicial assintomatica (Harvey et al., 2012).

A ultrassonografia (US) é uma modalidade de imagiologia bastante usada, de facil
aplicacdo para a avaliacdo estrutural da prostata (dimensdo, volume, eco-textura, rigidez e
elasticidade) e funcional (macro e micro vascularizacdo) (Mitterberger et al., 2010). A obtencéo
de uma imagem o6tima do 6rgdo é uma componente-chave para determinar o estado de
desenvolvimento do CP e definir o seu plano de tratamento. Uma andlise objetiva da
ecogenicidade, através do calculo da intensidade dos pixéis, usando um software adequado,
permite detetar alteracdes na ecogenicidade que poderdo nao ser visiveis a olho nu (Moxon et
al., 2015).

A TRUS foi inicialmente descrita por Watanabe e seus colegas em 1968 (Talab et al.,
2012). A técnica sofreu evolugdes com o decorrer dos anos através do desenvolvimento de
sondas menores e introducdo da ultrassonografia em tempo real (Ghai e Toi, 2012). A TRUS é
atualmente considerada uma técnica de diagnostico padrdo do CP no homem e 0 seu uso em

outros animais, como o céo, ja foi concretizada (Mattoon e Nyland, 2015a).

A TRUS usa os modos de imagem B e Doppler. Normalmente, a glandula prostéatica é
examinada no plano axial, desde o &pice até a base. As vesiculas seminais sdo identificadas
bilateralmente, usando um plano sagital obliquo. A regido periférica apresenta uma elevada
ecogenicidade, relativamente as regides central e de transicdo, que geralmente sdo hipoecodicas
(Harvey et al., 2012; Jung e Westphalen, 2012).

A TRUS fornece informacéo precisa sobre a existéncia e localizacao de focos de cancro.
No homem, o CP é normalmente visualizado como uma massa hipoecdica, especialmente na
regido periférica, e no estado avancado da doenga é possivel observar uma assimetria entre as
vesiculas seminais (Talab et al., 2012). E proposto que a aparéncia hipoecdica no TRUS se

deve a substituicdo do tecido glandular normal, por uma massa de células tumorais, com
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interfaces menos refletoras (Ghai e Toi, 2012). Contudo, apresenta uma baixa sensibilidade (44-
90%) e especificidade (30-74%), por vérias razdes: é uma metodologia subjetiva e dependente
da experiéncia do operador; 40% do CP ¢ isoecdico (preservacao das estruturas refletoras e da
ecogenicidade); e as lesdes de HPB e prostatite mimetizam as caracteristicas do CP.
Adicionalmente, a TRUS convencional apresenta um valor preditivo positivo de 45-91% e um
valor preditivo negativo de 11-79%, revelando que este método de diagndstico apresenta muitas
limitacdes na detecdo do CP (Aigner et al., 2010; Talab et al., 2012). A TRUS ¢ usada como
guia para a realizacdo da biopsia, sujeita aos niveis de PSA e da informac&o obtida pelo toque
retal, evitando o sobrediagndstico ou a repeticdo desnecessaria de biopsias (Ghai e Toi, 2012).

Contudo, a TRUS apresenta algumas vantagens em relacdo a outras técnicas de
diagnostico, devido ao seu baixo custo, ndo-invasiva, auséncia de radiagdo ionizante e permite
a obtencdo de imagens em tempo-real (Mitterberger et al., 2010; Talab et al., 2012). Outros
modos de imagem de ultrassom foram desenvolvidos de modo a visualizar e discriminar o fluxo
sanguineo, como o Doppler, contudo ndo melhoraram a taxa de detecdo. A utilizacdo de um
agente de contraste, permitiu a visualizagdo de microvasos, aumentando a sensibilidade na
detecdo (Mitterberger et al., 2007).

A TRUS ¢ usada para determinar o volume da prostata e essencial para definir estratégias
terapéuticas. O volume da prostata pode ser determinado por varios processos, no entanto, a
férmula do volume do elipsoide prolato é o método mais utilizado devido a sua rapidez,
reprodutibilidade e o facto de apresentar uma elevada correlacdo com o volume real da préstata
(Mitterberger et al., 2010). A formula é descrita como:

T
Volume do elipsoide prolato (cm?®) = (altura X comprimento X largura) X r

A altura é definida como o diametro antero-posterior da prostata, o comprimento € definido
como o diametro longitudinal (distancia entre o esfincter externo e a bexiga), enquanto a largura
refere-se ao didmetro transversal maximo, ao nivel médio da glandula (Park et al., 2000). Estas
dimensGes poderdo ser obtidas atraves de duas secOes perpendiculares no exame
ultrassonografico: a sec¢do transversal e a secdo longitudinal da prostata (Tyloch e Wieczorek,
2017). No entanto, na clinica, existe uma maior preferéncia em obter medicdes
unidimensionais. Neste caso, a aplicagdo da formula de um esferoide prolato também

demonstra ser precisa e reprodutivel na determinacdo do volume real da prostata e sua medicéo

15



Introdugéo

apenas necessita do plano transversal da prostata (Eri et al., 2002; Mitterberger et al., 2010). A

formula é descrita como:
T
Volume do esferoide prolato (cm3) = (altura X largura?) X 2

Singh et al. (2015) desenvolveram uma técnica de ultrassonografia de alta frequéncia que
permitiu quantificar o volume da prostata em murganhos vivos, de forma precisa e reprodutivel,
através da reconstrucao de imagens em duas dimensdes para uma estrutura de trés dimensoes,
através da utilizacdo de um software préprio. Adicionalmente, conseguiram determinar o

crescimento ou a regressdo do 6rgao apds uma manipulacdo hormonal.

1.9.1. ModoB

O modo B (modo brilho) permite visualizar a estrutura da préstata, baseando-se no
principio da emissdo de ultrassons pela sonda e na recolha destes em forma de ecos, refletidos
pelos tecidos subjacentes a sonda. Os ecos sdo revelados no visor como pontos brilhantes, que
no seu conjunto forma uma imagem bidimensional numa escala em tons de cinza. O brilho de
cada ponto é proporcional a amplitude de cada eco e a sua posic¢ao corresponde a profundidade
na qual o eco teve origem, em relacdo ao eixo do feixe da sonda. As estruturas que nao refletem
os ultrassons aparecem com a cor preta no monitor e sdo denominadas hipoecoicas (Mattoon e
Nyland, 2015b).

A imagem, neste modo, pode ser obtida em tempo diferido, movendo o transdutor ao
longo de uma superficie de um individuo e promovendo a deslocacdo dos feixes de ultrassons
nessa superficie, sendo a imagem posteriormente reconstituida. Atualmente, os transdutores
emitem feixes sequenciais e permitem a obtencdo imediata de imagens. Nestas condi¢oes,
denomina-se modo B em tempo real. A qualidade de imagem ¢ afetada por uma série de fatores
incluindo as propriedades da sonda aplicada (frequéncia e comprimento de onda), a disposi¢éo

e tipos de estruturas subjacentes (Mattoon e Nyland, 2015b).
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1.9.2. Modo Doppler

O modo Doppler tem sido utilizado para detetar o0 aumento de vascularizacdo que esta
associado ao cancro, especialmente nas neoplasias isoecogénicos (Ghai e Toi, 2012). Este modo
demonstra a presenca de vasos sanguineos através da detecdo de um sinal actstico modificado,
refletido pelo sangue em movimento (Aigner et al., 2010). A tecnologia Doppler subdivide-se
em Color Doppler e Power Doppler. O Color Doppler é capaz de revelar um elevado nimero
de vasos, incluindo o seu tamanho, fluxo e informacdes quanto a irregularidade dos vasos no
CP. Porém, ndo conseguiu aumentar de forma significativa a especificidade e a sensibilidade,
em relacdo ao modo B convencional (Pallwein et al., 2007; Talab et al., 2012). O Power
Doppler reflete a amplitude do sinal Doppler, ndo demonstrando a direcédo do fluxo sanguineo.
E uma técnica mais sensivel na detecdo de pequenos vasos com um fluxo lento, sendo mais (il
em relacdo ao Color Doppler na detecdo de vascularizagdo do CP. O uso das técnicas
convencionais do modo Doppler apenas aumentou 5-10% na especificidade, sendo incapaz de
substituir a necessidade da realizacdo de uma biopsia para a monitorizacdo do CP (Aigner et
al., 2010; Harvey et al., 2012).

1.9.3. Modo Contraste

O cancro esta associado ao aumento da densidade microvascular intratumoral, devido a
promocdo da sintese de fatores para a angiogénese. O aumento da neovascularizacdo esta
fortemente correlacionada com o prognostico e progressdo do CP (Aigner et al., 2010). O modo
B possui a vantagem de produzir imagens em tempo real com uma excelente resolucgao espacial
e temporal. No entanto, existem enormes dificuldades na detecdo de pequenos vasos
sanguineos, devido ao facto de o sinal acustico do sangue ser 34 a 40 decibéis abaixo, em
relacdo as paredes que o rodeiam. Adicionalmente, o fluxo de sangue nos tumores € inferior em
relagdo ao fluxo nos tecidos normais, uma vez que, 0s vasos intratumorais apresentam um
“trajeto” sinuoso ¢ um aumento na resisténcia no fluxo (Pollard et al., 2015). O Doppler
também ndo se revelou capaz de detetar a neovascularizacao, dado que a vascularizacao tumoral
apresenta um diametro na ordem dos 10 a 50 pum, o qual € bastante inferior ao limite de
resolucdo de 1 mm das técnicas convencionais de Doppler (Ghai e Toi, 2012; Harvey et al.,
2012).

17



Introdugéo

A utilizacdo de meios de contraste na ultrassonografia permitiu a visualizagdo de vasos
que contém um pequeno volume de sangue. O primeiro agente de contraste consistia numa
solucéo salina agitada. As bolhas libertadas desta solug@o originavam ecos bastantes distintos
e brilhantes na imagem ultrassonogréafica (Pollard et al., 2015). Posteriormente, foram
desenvolvidos novos agentes que melhoraram a detec¢éo de vasos com pouco volume de sangue,
permitindo um melhor delineamento da estrutura neovascular através do aumento da relacdo

sinal-ruido.

As microbolhas dos meios de contraste sdo pequenas o suficiente, de diametro entre 1 a
10 pm (tamanho similar a um eritrdcito), para atravessar 0os microvasos no CP. Estas,
apresentam um contetido de ar que é envolvido por uma capsula externa de teor de albumina
ou de um polimero de fosfolipidos. Ap6s a administracdo do meio de contraste, as microbolhas
atravessam a circulacdo pulmonar e alcancam os vasos de varios orgaos, incluindo a prostata.
As microbolhas apresentam uma longevidade intravascular de varios minutos e, a sua exposi¢ao
a um feixe de ultrassom, podera provocar a sua destruicdo ou emissdo de um eco (Kundavaram
etal., 2012).

Os agentes de contraste mais utilizados sdo o SonoVue® e o Levovist®. O Levovist®
pertence a primeira geracdo dos meios de contraste, consistindo numa suspensdo de
microparticulas do monossacarido galactose (de 2 a 8um, de diametro). Este € capaz de passar
pela circulacdo pulmonar, ao qual permite a sua recirculagdo, prolongando o periodo para a
recolha de imagens. Contudo este agente ndo produz uma razdo elevada de sinal-ruido (Plew et
al., 2000; Pollard et al., 2015). O SonoVue® é um agente da segunda geracéo, constituido por
microbolhas de hexafluoreto sulfurico (SFs), um gas inocuo de fraca solubilidade e altamente
ecogeénico. Estas microbolhas apresentam uma elevada estabilidade e sdo mais resistentes a
pressdes. O SonoVue® é isotonico em relacdo ao plasma humano, apresenta uma viscosidade
semelhante ao sangue humano e ndo contém qualquer tipo de material proteico, minimizando
uma resposta antigénica num paciente. Este agente de contraste ndo extravasa para 0 meio
extravascular, mantendo-se nos vasos sanguineos, até este ser eliminado pela expira¢do ou apos
rebentamento das microbolhas (Bokor, 2000; Pollard et al., 2015).

A interpretacdo do sinal da ultrassonografia de contraste (USC), depende da experiéncia
do operador. Foram desenvolvidas varias técnicas de quantificacdo dos parametros
hemodindmicos, de forma a avaliar a perfuséo vascular numa regido de interesse (ROI), com

menor dependéncia do operador: uma delas é a formacéo de uma curva de tempo-intensidade
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(TIC). As curvas TIC apresentam determinados parametros como: intensidade do pico (Pl [%]);
intensidade da linha de base; tempo de chegada (AT [s]) — definido como o tempo ao qual o
primeiro ponto da curva fica claramente acima da intensidade da linha de base; tempo de
chegada do meio de contraste, até ao PI (TTP [s]); o tempo de transito médio (MTT [s]) - que
representa o intervalo de tempo entre a metade do Pl ascendente (wash-in) e a outra metade
descendente (wash-out) (Troisi et al., 2015; Huang et al., 2016).
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2. Objetivos

Este trabalho apresenta os seguintes objetivos:

e Inducdo quimica e hormonal de tumores prostaticos em ratos machos da estirpe Wistar
Unilever e monitorizagdo dos animais;

e Acompanhar e avaliar, ultrassonograficamente, a evolugdo dos tumores prostaticos
(aspeto, dimensdo e vascularizagdo), entre animais sedentérios e exercitados, utilizando

dois modos de ultrassonografia: modo B e Contraste.
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3. Materiais e métodos

3.1. Consideracdes prévias

Os materiais e métodos utilizados neste trabalho encontram-se em conformidade com a
legislacdo Portuguesa (Decreto-lei n°® 113/2013) sobre a utilizacdo de animais para fins
experimentais, ap0s aprovacdo pela comissdo de ética da UTAD e pela Direcdo-Geral de
Agricultura e Veterinaria (licenca n® 021326). O protocolo experimental desta dissertacdo de
mestrado faz parte de um projeto intitulado “Exercicio Fisico para a prevencdo do cancro da
prostata: estudo das bases moleculares subjacentes”, financiado pelos: fundos de investimento
europeu FEDER/COMPETE/POCI - Programa Operacional Competitividade e
Internacionalizacdo, no ambito do projeto POCI-01-0145-FEDER-016728; fundos nacionais da
FCT — Fundacéo para Ciéncia e Tecnologia, no ambito do projeto PTDC/DTP-DES/6077/2014.

3.2. Animais

Neste ensaio experimental, foram utilizados 41 ratos, do sexo masculino, da espécie R.
norvegicus, da estirpe Wistar Unilever. Estes animais foram adquiridos a empresa Charles
River Laboratories (Franca) e chegaram ao biotério da UTAD, Vila Real, com quatro semanas
de idade. Apos a sua chegada os animais foram distribuidos aleatoriamente pelas gaiolas e
submetidos a um periodo de quarentena com duracdo de duas semanas, de forma a permitir a

sua adaptacdo as condic¢des do biotério.

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: Grupo | (controlo
sedentario, n=10); Grupo Il (controlo exercitado, n=10); Grupo Il (CP sedentario, n=10);
Grupo IV (CP exercitado, n=11).

3.3. Protocolo experimental

Na figura 4 observa-se o delineamento experimental deste protocolo.
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Figura 4. Esquema do protocolo experimental realizado (US- ultrassonografia).

3.4. Marcagéao dos animais

A marcacdo dos animais foi realizada, ap6s o periodo de quarentena, de forma a

diferencia-los. Os animais foram identificados através de corte na orelha, representado na figura

5.
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Animal n® 4 Animal n® 5

Figura 5. Identificagdo dos animais através do corte nas orelhas.

3.5. Condigdes de manutengéo e monitorizacdo dos animais

Durante o procedimento experimental, os animais foram mantidos numa sala do biotério
da UTAD, sob condicGes controladas de temperatura (23 £ 2°C) e de humidade relativa (50 +
10%), um sistema de luz com temporizador de forma a garantir um ciclo de 12 horas de luz e
12h de escuriddo por dia (periodo da noite das 08h00 até 20h00).

Os animais foram alojados em dois tipos de gaiolas de policarbonato (Eurostandard Tipo
IV 1354G, Tecniplast, Italia; Eurostandard Tipo IV S 1500U, Tecniplast, Italia), as quais foram
revestidas com carolo de milho, fornecido pela empresa Ultragene (Santa Comba Déo,
Portugal) (Figura 6). Para enriquecer o ambiente foi colocado em cada gaiola um ou dois tubos
de pléastico duro. As gaiolas foram lavadas semanalmente de forma a manter uma adequada
limpeza. Os animais tiveram a disposi¢do em regime ad libitum a comida (ragdo Diet Standard
4RF21®, Ultragene, Itdlia) e a agua. A massa da racio e da agua foi determinadas
semanalmente, numa balanca de precisio (KERN® PLT 6200-2A, Dias de Sousa S. A,
Alcochete, Portugal) de forma a calcular o consumo médio diario de agua e de alimento por

animal.
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Figura 6. Representa¢do das gaiolas (A- Eurostandard Tipo IV 1354G, Tecniplast, Italia; B- Eurostandard Tipo
IV S 1500U, Tecniplast, Italia) utilizadas para o alojamento animal, com cama de carolo de milho, comida, agua
e enriquecimento ambiental.

3.6. Determinacédo da massa corporal

Ao longo do procedimento, a massa corporal dos animais foi determinada
quinzenalmente, através do uso da balanga descrita anteriormente para a medicdo da massa da

racdo e da agua.

3.7. Plano de exercicio dos animais

A partir da 8° semana de vida, os animais dos grupos Il e IV foram submetidos a um plano
de exercicio crdnico. O plano de exercicio consistiu na realizacdo de corridas diarias, cinco vez
por semanas, em dois tapetes rolantes, cada um com cinco faixas (Treadmill Control 8710 da
Panlab Harvard Apparatus). No final de cada faixa existe uma rede metalica que distribui
choques de forma a promover o exercicio dos animais que se recusam a correr. Cada tapete
rolante apresenta uma unidade de controlo que permite ao operador controlar a velocidade do
tapete e a intensidade do choque. Nessa unidade é ainda possivel observar informacGes da
atividade de cada animal como: distancia percorrida, tempo que o animal permaneceu na rede

metélica e 0 nimero de choques (Figura 7).
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Y p—— Ty R

Figura 7. Representacdo do tapete rolante, com cada faixa ocupada pelos animais em estudo (A) e a unidade de
controlo (B).

A atividade e a condicdo fisica dos animais foram sempre monitorizadas, pelo menos por
um operador, de forma a permitir a aplicacdo de endpoints humanos pré-estabelecidos e a
salvaguardar a qualidade de vida do animal durante o procedimento. O animal ao apresentar
sinais concretos de fadiga ou de uma lesdo acidental era retirado da sessdo de exercicio
temporariamente e posteriormente avaliado por um médico veterinario, de forma a determinar
e justificar se o animal poderia reentrar no estudo (ap6s recuperar completamente, sem
comprometer a fidelidade dos resultados) ou remové-lo completamente do procedimento

experimental.

Inicialmente, no protocolo do exercicio (Anexo A) os animais dos grupos Il e IV foram
aclimatizados ao tapete rolante durante 3 semanas, com uma velocidade de 15 m/min e um
tempo de corrida com um aumento gradual do periodo de exercicio de 20 para 60 min/dia. Apés
0 periodo de aclimatizacdo, os animais foram exercitados 60 min/dia com um aumento gradual
da velocidade de 20 para 36 m/min, até a 17° semana de protocolo do exercicio (24° semana de
vida dos animais). Foram realizados trés testes de esfor¢o, mimetizando o protocolo de Bruce
em humanos (Bruce, 1971), com aumentos de velocidade de corrida, de minuto a minuto, até a
exaustdo, no qual se avalia a aptidao cardiorrespiratoria (com medicéo de gases respiratorios),
0 que permite obter, indiretamente, 0 VO2 max. (consumo maximo de oxigénio). Através dos
dados descritos anteriormente, ajustou-se a intensidade de exercicio para cada animal de forma
a otimizar o protocolo. Contudo, estes resultados ndo vao ser abordados ou descritos no relatério
desta dissertacdo, uma vez que ndo consta dos objetivos propostos. A intensidade de treino para

cada animal, a partir da 17° semana do protocolo de exercicio encontra-se descrita em anexo.
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O plano de exercicio terminou na 28° semana (35° semana de vida dos animais), dois dias antes

da eutanasia dos animais.

Os animais dos grupos ndo exercitados (grupo | e Ill) foram colocados, uma vez por
semana, no tapete rolante, de forma a proporcionar as mesmas condi¢des ambientais dos grupos

exercitados.

3.8. Inducéo dos tumores prostaticos

A inducdo foi realizada de acordo o modelo de Bosland (1996) reformulado. Na 122
semana de vida dos animais realizou-se uma administragdo sequencial da flutamida (farmaco
anti-androgénio) (Flutamide, >98% de pureza, de registo CAS 13311-84-7, TCI) na dose de 20
mg/kg, por via subcutanea, durante 21 dias consecutivos. Posteriormente, pela mesma via,
realizou-se uma Unica administracdo de 100 mg/kg de propionato de testosterona (Testosterone
Propionate, >98,0% de pureza, TCI). No instante em que a proliferacdo celular méaxima foi
atingida (48h depois da administragdo do propionato de testosterona), promoveu-se o inicio do
processo da carcinogénese pela administracdo do agente carcinogénico MNU (N-methyl-N-
nitrosourea, 1g, de registo CAS 684-93-5, Carbosynth), com uma dosagem de 30 mg/kg, por
via intraperitoneal. Para promover um tratamento cronico de testosterona, recorreu-se a cirurgia
(na 17° semana de vida dos animais) para colocar implantes de testosterona cristalina (tubos de
3,5 cm de comprimento) (Testosterone, >99% de pureza, de registo CAS 58-22-0, SIGMA), na
regido interescapular de cada animal induzido, sendo estes previamente sedados por ketamina,
com uma concentracéo de 90 mg/kg (Imalgene® 1000, Merial S.A.S., Lyon, Franga) e xilazina
com uma concentracio de 9 mg/kg (Rompum® 2%, Bayer Healthcare S.A., Kiel, Alemanha).

3.9. Monitorizagdo da prostata por ultrassonografia

A monitorizagdo foi realizada através da ultrassonografia transabdominal. A préstata de
cada animal foi avaliada nas semanas 12, 15, 21, 32 de vida, através do modo B com uma sonda
linear na frequéncia 12 MHz (multi-frequéncia 3-12 MHz), do aparelho Logic P6® (General
Electric Healthcare, Milwaukee, Wisconsin, EUA) (Figura 8A). No final do protocolo

experimental (35° semana de vida, o 5° exame), as prdstatas foram avaliadas no modo descrito
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anteriormente e pelo modo de Contraste. Antes do estudo, procedeu-se a tricotomia da regido
abdominal do animal com uma maquina tosquiadora (AESCULAP® GT420 Isis, Aesculap Inc.,
Center Valley, Pensilvania, EUA) e aplicou-se gel ultrassonografico (Aquasonic®, Parker
Laboratories Inc., Fairfield, Nova Jersey, EUA) para transmissdo dos ultrassons sem
interferéncia do ar.

As imagens ultrassonograficas obtidas nos quatro primeiros exames (12, 15, 21 e 32)
foram obtidas num plano transversal, com os animais conscientes e contidos em decubito por
um operador, enquanto que outros dois operadores (com experiéncia na area da

ultrassonografia) posicionavam o transdutor e gravavam as imagens no aparelho (Figura 8B).

Figura 8. Representacdo do aparelho Logic P6® utilizado (A) e a obtencdo de imagens ultrassonograficas num
plano transversal (B).

Para a obtencdo das imagens foram realizados varrimentos com pouca presséo de forma
a evitar a distorcdo dos tecidos subjacentes e as dimensdes da prostata. A localizagdo e
identificacdo dos lobos da prostata dorsal e ventral foram conseguidas usando a bexiga e a uretra

como pontos de referéncia.

Na realizacdo do ultimo exame ultrassonogréafico, os animais foram previamente
anestesiados por uma administracdo, de ketamina com uma concentracdo de 75 mg/Kg
(Imalgene® 1000, Merial S.A.S., Lyon, Franca) e xilazina com uma concentragdo de 10 mg/Kg
(Rompum® 2%, Bayer Healthcare S.A., Kiel, Alemanha), por via intraperitoneal. Foram obtidas

imagens no modo B com as condi¢des descritas anteriormente. A USC foi realizada com uma
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sonda linear de 10 MHz (com um indice mecanico baixo, no valor de 0,09, para evitar uma
destruicdo precoce das bolhas de contaste), usando como meio de contraste 0 SonoVue® com
uma concentracao de 8 pl/ml (Bracco, Amesterddo, Holanda), suspendido em 5 ml de uma
solucdo de cloreto de sodio a 0,9%, conforme indicado na bula. Foi administrado em cada
animal 0,1 ml da suspensdo, por via intravenosa, através de um cateter de 24G (Introcan®
SafetyBraun™, Braun, Bethlehem, Pensilvania, EUA) colocado na wveia caudal. A
administracdo foi realizada pelo mesmo operador para evitar variacdes na técnica e obter

resultados reprodutiveis.

3.9.1. Determinacao da dimensao da prostata

Para cada animal foram obtidas imagens no plano transversal da prostata, nas datas
descritas anteriormente. Foram selecionadas imagens representativas de cada animal, ou seja,
as imagens em que a prostata surge com os didmetros maximos para cada lobo e com as
extremidades bem definidas. Recorreu-se aos cursores incorporados no aparelho
ultrassonografico utilizado para determinar o didmetro maior (comprimento) e menor (largura)

de cada lobo (Figura 9).

8L 040 cm

Figura 9. Imagem transversal dos lobos ventrais (Al: direita, A2: esquerda) e dorsais (B1: direita, B2: esquerda),
usando a bexiga como ponto de referéncia (estrela). Apresentacdo dos valores dos eixos de cada lobo (canto inferior
esquerdo) obtidos através dos cursores integrados no aparelho ultrassonogréfico. No canto superior direito é
possivel visualizar as caracteristicas utilizadas no exame (frequéncia da sonda, percentagem de ganho).
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Aplicou-se a férmula da area de uma elipse nos lobos de forma a calcular a area dos

mesmos, sendo descrita como:
Area da elipse (cm?) = m X r do comprimento X r da largura

A érea total da préstata ventral ou dorsal resultou da soma das regido esquerda e direita
para cada lobo. Foi calculada a média da area da préstata ventral para cada grupo em todas as
datas indicadas no protocolo experimental, com a exce¢éo da semana 32, na qual ndo se realizou
qualquer exame ultrassonografico nos animais do grupo Il. Relativamente a média da préstata
dorsal, foi somente determinada, para cada grupo, nos dois Gltimos exames ultrassonogréaficos.
A determinacédo do diametro dos lobos prostaticos e o calculo da média para cada grupo foram

sempre realizados pelo mesmo operador.

3.9.2. Quantificacdo da ecogenicidade no modo B

Como objetivo de averiguar a existéncia de uma heterogeneidade ecogénica nas glandulas
prostaticas dos diferentes grupos, no decorrer do protocolo experimental, procedeu-se a

quantificacdo da intensidade do eco (IE).

Foi definido uma regido de interesse (ROI) quadrada constante de 25x25 pixéis, em cada
lobo no modo B. Antes deste procedimento, a percentagem do ganho das imagens
ultrassonograficos foi ajustado para o valor 62. Como ja foi referido anteriormente, ndo existe
qualquer informacéo referente ao grupo Il no 4° exame ultrassonografico (semana 32 de vida

do protocolo experimental).

A média da IE na ROI foi obtida recorrendo a exibicdo do histograma e dos valores de
pixéis num software de analise de imagens (Adobe Photoshop® CS6, versdo 13.0), como é
ilustrado na figura 10. A ROI foi sempre estabelecida, pelo mesmo operador de forma subjetiva,

no centro de cada lobo ventral e dorsal (esquerda e direita).
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Figura 10. Representac¢do ilustrativa da medicdo da IE (seta amarela) na ROl (25x25 pixéis) do lobo ventral
direito (seta branca) através dos recursos disponiveis pelo software utilizado.

3.9.3. Quantificagéo da ecogenicidade no modo Contraste

Baseado no mesmo principio de avaliacdo quantitativa da textura descrito anteriormente,
procedeu-se a determinacdo da meédia de IE, em duas ROIs constantes (25x25 pixéis) e em

tempos diferentes, no que diz respeito a distribuicdo do meio de contraste pelo tecido prostatico.

Apos a administragdo do meio de contraste procedeu-se a gravacao de video no modo
Contraste. Na visualizacdo do video, efetuou-se o “congelamento” da imagem em dois tempos
(no aparelho ultrassonogréafico), sendo que: o tempo 0 (TO) - momento em que 0 meio de
contraste foi administrado; e o tempo 1 (T1) - instante em que se observou, a olho nu, a maior
intensidade de ecos, em duas ROIs (uma na periferia e outra no interior do tecido prostatico).
Antes de transferir as imagens para um hardware de armazenamento, foram ajustadas para uma
percentagem de ganho no valor de 90. Posteriormente determinou-se a media de IE, através do
software utilizado previamente, para cada ROI, no TO e no T1. A marcagdo das ROIs nas

imagens e sua medicdo da IE foi sempre realizada pelo mesmo operador (Figura 11).
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Figura 11. Representacdo ilustrativa da medicdo da IE nas duas ROIs (setas), em tempos diferentes. A-
Visualizagdo do video, no aparelho Logic P6®, e congelamento das imagens no instante em que o meio de
contraste foi administrado (TO, ndo ilustrado) e no momento em que foi observado um forte sinal ecogénico (T1,
a 4s do video) na passagem do meio de contraste pelos vasos (estabelecido a olho nu). As duas ROIs foram
estabelecidas, através de um cursor do aparelho ultrassonogréfico (cardinal amarelo), nos dois locais em que
foram observados uma maior intensidade de eco (um no interior [cardinal superior] e outro na periferia da glandula
[cardinal inferior]). B1 e C1- Leitura da média da IE no tempo TO na ROl no interior (B1) e na periferia da
glandula (C1); B2 e C2- Leitura da média da IE no tempo T1 na ROI no interior (B2) e na periferia da glandula
(C2).
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3.10. Eutanésia

Apo6s a realizacdo do ultimo exame ultrassonografico e aproveitando a anestesia
administrada, procedeu-se a exsanguinacao dos animais em estudo por pungéo cardiaca, sendo
um método indicado pela FELASA (Federation for Laboratory Animal Science Associations),

para proceder a eutanasia dos animais.

3.11. Recolha das amostras

Foi efetuada uma necropsia completa aos animais sacrificados para este estudo. Os 6rgaos
reprodutores (a prostata, testiculo esquerdo e direito, a vesicula seminal e a glandula
bulbouretral) e todos os outros 6rgéos (o coragédo, o pulméo, o timo, o figado, o baco, a adrenal
esquerda e direita, a bexiga e o rim esquerdo e direito) foram observados macroscopicamente e
registadas todas as alteracbes observadas. As massas dos Orgdos foram determinadas
individualmente numa balanca (KERN® PLJ 750-3N, KERN & SOHN GmbH, 72336
Balingen, Alemanha) e de seguida fixados em formaldeido a 4% (10% solucdo de formalina,
tamponado a 7.0 £ 0.2pH, lote 16J244140, VWR Chemicals, 3001 Lovaina, Bélgica).

3.12. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada recorrendo ao programa SPSS® (Statistical Package for
the Social Science, versdo 17 para Windows, SPSS Inc., Chicago, Illinois, EUA). Uma analise
de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni, foi utilizada para determinar as
diferencas significativas na média inicial e final da massa corporal e no ganho ponderal de cada
grupo, bem como no valor médio dos Orgdos reprodutores. Calculou-se ainda o indice de

homogeneidade ponderal e o indice de perdas.

Para o célculo do indice de homogeneidade ponderal (HP), feito no inicio do protocolo
experimental, tendo em conta o peso inferior (Pi) e 0 peso superior (Ps) dos animais, utilizou-

se a seguinte formula (Faustino-Rocha, 2012):

34



Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro Vila Real, 2018

_2Pi
" Pi+Ps

HP

A percentagem média do ganho ponderal (%Gp) foi calculada para cada grupo, tendo em
conta o peso médio inicial (Pin) e o peso médio final dos animais (Pf), com base na seguinte
férmula (Faustino-Rocha, 2012):

O teste de Bonferroni foi ainda utilizado para comparar as médias da area e da intensidade
do eco nos diferentes grupos e no decorrer do protocolo experimental. Foi utilizado o teste T
de Student independente para determinar as diferencas existentes nas médias da area e da
intensidade do eco na regido dorsal da préstata, no mesmo grupo, entre os dois Gltimos exames
ultrassonograficos. Usou-se o teste T de Student emparelhado para avaliar a existéncia de
diferencas significativas na média da IE, no modo Contraste, para duas ROIls (periferia e no
interior da glandula) em tempos diferentes (TO e T1), em cada grupo. Adicionalmente, recorreu-
se novamente ao ANOVA para comparar a média da massa absoluta e relativa dos 6rgéos entre
0s grupos experimentais. As diferencas sdo consideradas estatisticamente significativas para

um valor de p<0,05.

No final do procedimento experimental calculou-se o indice de perdas (%IP) para cada
grupo (Reis, 2013), que representa a percentagem dos animais que foram excluidos neste

estudo.

n? de animais excluidos
%IP = — —— — — X 100
n? de animais no inicio do ensaio
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4. Resultados

4.1. Comportamento dos animais e indice de perdas

Durante o procedimento experimental, os animais do grupo | mostraram uma atividade
normal, no entanto um animal pertencente a esse grupo foi sacrificado (na 28° semana de vida
dos animais) por desenvolver um tumor espontaneo na regidao facial. Em conjunto com este
animal, outro animal do grupo IV foi sacrificado, de forma a realizar um estudo prévio da
anatomia e fisiologia dos animais. Um outro animal do grupo | morreu na semana 35 de vida
(antes do fim do protocolo experimental), por ndo conseguir recuperar de uma anestesia
necessaria para a realizacdo de um exame de tomografia axial computorizada, no ambito do
projeto. Estes trés animais foram excluidos do estudo. Em conformidade com 0s nossos
parametros de endpoints avaliados, ndo foi necessario sacrificar nenhum animal. Na tabela 1

pode observar-se o indice de perdas (%IP) para cada grupo experimental.

Tabela 1. Numero de animais na semana 5 e 35 de vida e o respetivo %IP, para cada grupo.

Grupos Semana 5 Semana 35 %IP
I (controlo, sedentario) 10 8 20
11 (controlo, exercitado) 10 10 0
111 (CP, sedentério) 10 10 0
IV (CP, exercitado) 11 10 9,09

Os animais dos grupos em que a doenca foi induzida, 111 e IV, no decorrer do protocolo,
exibiram uma menor atividade dentro da gaiola, em relacao aos restantes grupos. Relativamente
ao exercicio de esforco no tapete rolante, os animais do grupo IV revelaram um menor

desempenho em comparacao ao grupo |1, na fase final do ensaio experimental.

4.2. Consumo de comida e de 4gua

No final do protocolo experimental foi realizado uma comparagdo dos consumos médios
diarios de comida e agua por animal, para a primeira (semana 5 de vida) e a Ultima semana

(semana 35 de vida) do ensaio (Tabela 2).
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Tabela 2. Média (xEP) do consumo médio diario de comida e agua nos grupos I, 11, 1l e IV nas semanas 5 e 35
de vida.

Consumo de comida (g) Consumo de agua (g)
Grupo
Semana 5 Semana 35 Semana 5 Semana 35
(N':S) Sonrold 163650135  19060£0050 210851055 18,070+ 0,080
(NI:I10) eggrncti:g'doo 12560 +4,910 1635040570  20950+0300 23,840+ 1120
1 cP

(N=10) sedentario 16,125 + 0,155 23,825 + 3,465 17,045 * 0,865 22,785 + 3,985
v CP

(N=10) exercitado 16,187 + 0,420 22,700 + 2,625 19,613 + 0,415 26,600 + 4,042

4.3. Indice de homogeneidade ponderal

No inicio do protocolo experimental foi calculado o HP entre os animais dos quatro
grupos. O grupo 1V (CP, exercitado) foi o que teve maior HP, enquanto que o grupo Il (CP,

sedentario) apresentou o menor valor (Tabela 3).

Tabela 3. Peso inferior (Pin), Peso superior (Ps) e o indice de HP para os grupos I, 11, 111 e IV.
Grupos Pin (g) Ps (0) indice de HP
I (controlo, sedentario) 148,320 185,230 0,889
Il (controlo, exercitado) 129,960 176,020 0,849
111 (CP, sedentario) 93,970 183,820 0,677
IV (CP, exercitado) 157,710 169,890 0,963

4.4. Média da massa corporal e média do ganho ponderal

A diferenca da média da massa corporal no inicio do ensaio experimental ndo foi
estatisticamente significativa (p>0,05) entre os diferentes grupos, enquanto que no final foi
verificada uma diferenca significativa (p<0,05) para o mesmo parametro. No final do protocolo
foi também determinado a percentagem média do ganho ponderal para cada grupo, sendo que
0s grupos sedentarios (I e 111) apresentaram um maior ganho e estatisticamente significativo

(p<0,05) em relacdo aos grupos exercitados (11 e 1V) (Tabela 4).
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Tabela 4. Média (£EP) da massa corporal inicial e final e percentagem da média do ganho ponderal (%GP) para

os grupos I, 11, 111, IV. CTR — controlo, CP — cancro da prdstata, sed — sedentario e ex — exercitado.
| 1 11 v
Grupo CTR sed CTR ex CP sed CP ex
(N=8) (N=10) (N=10) (N=10)

Média da massa
corporal inicial 164,921 + 4,559 162,394 + 4,187 147,703 + 7,604 162,889 + 1,259

(9)

Média da massa

. 471,721 +9,816 2 404,174 + 4,570 ° 408,075 + 7,421 ¢ 366,780 * 4,051
corporal final (g)

Média do %GP 64,963 ¢ 59,820 63,879 ¢ 55,529

@ Diferenca estatisticamente significativa da média da massa corporal final entre o grupo | e 0s grupos
I, 1l e IV (p<0,05);

b Diferenca estatisticamente significativa da média da massa corporal final entre o grupo 11 e o grupo
IV (p<0,05);

¢ Diferenca estatisticamente significativa da média da massa corporal final entre o grupo Il para o
grupo 1V (p<0,05);

d  Diferenca estatisticamente significativa da média do ganho ponderal entre o grupo | e os grupos Il e
IV (p<0,05);

¢ Diferenca estatisticamente significativa da média do ganho ponderal entre o grupo Il e o grupo IV
(p<0,05).

4.5. Andlise ultrassonogréafica

4.5.1. Dimensdo da proéstata

No que diz respeito a area ventral prostatica entre 0s quatro grupos nao se verificou uma
diferenca significativa nos dois primeiros exames ultrassonogréficos (12 e 15 semanas de vida)
(p>0,05). Contudo, registou-se uma diferenca significativa entre 0s grupos nos trés ultimos
exames (p<0,05). No ultimo exame (35 semanas de vida), o grupo IV apresentou a maior area

ventral da prostata.

No decurso dos exames ultrassonograficos, registou-se uma diferenca significativa nos
grupos Il e IV (p<0,05). Estes grupos apresentaram a maior area ventral no quarto exame em
relacdo as areas determinadas no decorrer do protocolo experimental. No entanto, a area
prostatica ventral dos animais induzidos ao CP sofreu um decréscimo significativo (p<0,05),

em apenas 2 semanas (decréscimo registado na semana 35 de vida) (Tabela 5).
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Tabela 5. Média (£DP) da area da prdstata ventral; area lobo direito + &rea lobo esquerdo. US — ultrassonografia
e S — semanas de vida.

Avaliacdo ecografica / Area prostata ventral (cm?)

Média + Desvio Padréo

Grupo
. 12US (12S) 22 US (15S) 32 US (21S) 42US (32S) 52 US (35S)
Antes da Antes da Apos a Apos a Apobs a
Flutamida MNU MNU MNU MNU
I Controlo 0,328 £ 0,351 + 0,478 + 0,480 + 0,336 +
(N=8) sedentario 0,034 0,081 0,069 2 0,116° 0,147°¢
1 Controlo 0,373 0,398 + 0582+ 0,409 +
(N=10) exercitado 0,089 0,105 0,096 0,188
11 CP 0,376 = 0,290 £ 0,637 £ 1,778 £ 0,450 £
(N=10) sedentério 0,084 0,079 0,095 0,935 ¢ 0,189
v CP 0,379 = 0,332 £ 0,574 1,426 £ 0,657 £
(N=10) exercitado 0,140 0,141°¢ 0,097 0,284 f 0,305

Diferenca estatisticamente significativa da média da area ventral entre o grupo | e o grupo Ill, na 32
US (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa da média da area ventral entre o grupo | e os grupos Il e IV,
na 42 US (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa da média da area ventral entre o grupo | e o grupo 1V, na 52
US (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa da media da area ventral entre a 42 US e a 12 US, 22 US, 32
US e 5% US, no grupo Il (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa da média da area ventral entre a 22 US e a 5% US, no grupo
IV (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa da média da &rea ventral entre a 42 US e a 12 US, 22 US, 32
US e 52 US, no grupo IV (p<0,05).

No quarto exame ultrassonografico, os animais induzidos ao CP (Il e 1V) apresentaram

a maior area dorsal prostatica significativa (p<0,05), em relacdo ao grupo de controlo I. No

entanto, duas semanas depois, foi registado um decréscimo significativo na area dorsal destes

grupos (p<0,05), apresentando valores menores em relacdo ao grupo Il. Nos exames

apresentados na tabela 5, o grupo | apresentou sempre a menor média, sendo significativa

(p<0,05) em comparacao com os restantes grupos (Tabela 6).
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Tabela 6. Média (£DP) da area da prdstata dorsal: area lobo direito + area lobo esquerdo. US — ultrassonografia
e S — semanas de vida.

Avaliacdo ecografica / Area prostata dorsal (cm?)

Meédia + Desvio padréo

Grupo
43 US (32S) 52 US (35S)
Apds a MNU Apds a MNU
(NI:8) sce:él):r:tr;):?o 0,280 0,049 * 0,279+0,075°
I Controlo
(N=10) exercitado 7 0,542 + 0,233
(NI:IiO) CP sedentario 1,152 + 0,967 ¢ 0,468 + 0,182
AV .
(N=10) CP exercitado 1,134 +0,681 © 0,493 + 0,194

@ Diferenca estatisticamente significativa da média da &rea dorsal entre o grupo | e os grupos Il e 1V,
na 42 US (p<0,05);

b Diferenca estatisticamente significativa da média da area dorsal entre o grupo | e os grupos II, 11l e
IV, na 52 US (p<0,05);

¢ Diferenca estatisticamente significativa da média da area dorsal entre a 42 US e a 52 US, no grupo |
(p<0,05);

d  Diferenca estatisticamente significativa da média da area dorsal entre a 42 US e a 52 US, no grupo IlI
(p<0,05);

¢ Diferenca estatisticamente significativa da média da area dorsal entre a 42 US e a 52 US, no grupo 1V
(p<0,05).

4.5.2. Quantificacédo da ecogenicidade no modo B

Na quantificacdo da IE na prostata ventral ndo se observou uma diferenga consideravel
entre 0s grupos, nas semanas 12, 15 e 32 (p>0,05). S6 no terceiro e quinto exame
ultrassonografico foi registada uma diferenca nos grupos, entre o grupo I com os grupos Il e
IV e entre o grupo | com os grupos Il e 1V, respetivamente (p<0,05). Relativamente a variacdo
da ecogenicidade no decorrer dos exames, registou-se uma diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05), nos grupos Il e Ill, em que ocorreu um decréscimo consideravel nos
altimos exames (entre a 3 US e 5% US no grupo |l e entre a 42 US e 5% US no grupo I11). No
grupo 1V, registou-se uma varia¢ao de aumentos e diminui¢@es ao longo dos exames, ocorrendo
um acréscimo acentuado de ecogenicidade na 4% US, seguido de um notério decréscimo
(p<0,05) (Tabela 7).
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Tabela 7. Média (xEP) da IE das ROIs, na prostata ventral. US — ultrassonografia e S — semanas de vida.

Avaliacdo ecogréfica / Intensidade de eco na proéstata ventral (pixels)

Média + Erro Padréo

Grupo
. 12US (12S) 22US (15S) 32 US (21S) 42 US (32S) 52 US (35S)
Antes da Antes da Apos a Apos a Apos s
Flutamida MNU MNU MNU MNU
| Controlo 29,138 £ 32,515 41,138 £ 48,195 + 38,341
(N=8) sedentario 3,637 3,180 5,419 7,331 7,933b
1 Controlo 26,964 + 34,272 + 32458+ 15,143 +
(N=10) exercitado 3,544 3,890 2,895 3,031°¢
11 CP 25,096 38,912 + 27,981 + 40,154 + 20,230 £
(N=10) sedentario 3,017 4,268 2,080 2,451 ¢ 4,248 ¢
v CP 29,634 32,143 = 24,907 = 46,402 = 10,496 +
(N=10) exercitado 2,327 2,669 1,814 4,882°F 2,858 9

@ Diferenca estatisticamente significativa da média da IE ventral entre o grupo | e os grupos Il e 1V,

na 32 US (p<0,05);

b Diferenca estatisticamente significativa da média da IE ventral entre o grupo I e os grupos Il e IV,

na 52 US (p<0,05);

¢ Diferenca estatisticamente significativa da média da IE ventral entre a 5* US e a 22 US e 32US, no

grupo Il (p<0,05);

d  Diferenca estatisticamente significativa da média da IE ventral entre a 42 US e a 12 US e 5% US, no

grupo 1 (p<0,05);

¢ Diferenca estatisticamente significativa da média da IE ventral entre a 5% US e a 22 US, no grupo 1l

(p<0,05);

f Diferenga estatisticamente significativa da média da IE ventral entre a 42 US e a 12 US, 22 US, 32 US
e 52 US, no grupo IV (p<0,05);
9 Diferenca estatisticamente significativa da média da IE ventral entre a 52 US e a 12 US, 22 US e 32
US, no grupo IV (p<0,05).

Na avaliagdo da média de IE na regido dorsal da prostata dos animais em estudo, ndo se

registou uma diferenca estatisticamente consideravel entre os grupos, nos dois exames em que

foi avaliada (p>0,05). No entanto, observou-se uma diminuic¢do da ecogenicidade (p<0,05) no
grupo Il e IV entre a 42 US e 52 US (Tabela 8).
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Tabela 8. Média (EP) da IE das ROls, na prostata dorsal. US — ultrassonografia e S — semanas de vida.

Avaliacéo ecogréafica / IE na prostata dorsal (pixels)

Meédia + Erro padréo

Grupo
42 US (325) 52 US (35S)
Apos o0 MNU Ap6s o MNU
| Controlo
(N=8) sedentario 72,460 + 6,845 42,697 + 10,104
I Controlo
(N=10) exercitado 33,318 + 2,706
— sedentario , + 3, ’ +3,
(NI—IlO) CP sedentari 56,793 + 3,380 * 27,616 + 3,675
v . .
(N=10) CP exercitado 61,382 + 4,517 23,737 + 4,198

@ Diferenca estatisticamente significativa da média IE dorsal entre a 42 US e a 5% US, no grupo Il
(p<0,05);

b Diferenca estatisticamente significativa da média IE dorsal entre a 4 US e a 52 US, no grupo IV
(p<0,05).

4.5.3. Quantificacdo da ecogenicidade no modo Contraste

Na tabela 9 avaliou-se a existéncia de diferencas significativas na média da IE para duas
ROIs (no interior e na periferia da préstata) em tempos diferentes (TO e T1), para cada grupo.
N&o se registou qualquer tipo de diferenca a excecdo do grupo I, em que se registou uma
diferenca estatisticamente consideravel entre o TO e T1, no ROI que se localizava na periferia
da glandula (p<0,05).
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Tabela 9. Média (£tEP) da IE nas duas ROIs selecionadas (um na periferia e outro no interior da glandula

prostatica).

Avaliacéo ecografica / IE no modo Contraste

Meédia + Erro padrao

Grupo - - — =
Interior da Interior da Periferia da Periferia da
Prostata Préstata Préstata Prostata
TO T1 TO T1
(NI:S) Sgé’:rf{:r'?o 37,943+6,487  40,647+8082  49,401+8975° 60,573+ 7,203
(NI:I10) ConrOld  10900+1550  20,644+1803 494242775 52416+3.276
i CP
(N=10) sedentario 19,538 + 2,416 19,738 + 1,843 46,763 + 6,437 52,504 + 4,168
v CP
(N=10) exercitado 20,849 + 1,057 20,417 + 1,057 43,378 + 5,301 55,718 + 5,272

a

Diferenca estatisticamente significativa da média da IE na ROI que se encontra na periferia da
préstata no TO para o T1, no grupo | (p<0,05).

4.6. Meédia da massa absoluta e relativa dos 6rgaos reprodutores

Na tabela 10 estdo representadas as comparag6es das médias da massa absoluta e relativa
dos d6rgéos reprodutores entre os grupos deste trabalho experimental, obtidas apds a necrépsia.
Registou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos nao induzidos (I e 1)

em relagdo aos grupos com indugdo de CP (Ill e IV). Os grupos Il e IV apresentaram uma
maior massa na prostata e na vesicula seminal.

Tabela 10. Média (xEP) da massa absoluta em gramas (g) e massa relativa (entre parénteses) dos 6rgaos
reprodutores.

Massa absoluta (g) e massa relativa dos 6rgéos

Grupo Média + Erro padréo
Prostata Testiculo esquerdo Testiculo direito

| Controlo 1,016 = 0,058 1,525 + 0,177 1,773 £0,1540
(N=8)  sedentério (0,002 + 0,000) 2 (0,003 + 0,000) °¢ (0,004 + 0,000) 9

1 Controlo 1,138 £ 0,051 1,070 £ 0,087 1,152 + 0,099
(N=10) exercitado (0,003 + 0,000) © (0,003 + 0,000) &f (0,003 + 0,000) "

i CP 1,809 + 0,039 0,637 £ 0,017 0,634 £ 0,019

(N=10)  sedentario (0,004 + 0,000) (0,002 + 0,000) (0,002 + 0,000)
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v CP 1,681 + 0,045 0,6141 £ 0,017 0,608 + 0,021

(N=10) exercitado (0,005 + 0,000) (0,002 + 0,000) (0,002 + 0,000)
Grupo Vesicula seminal Glandula bulbouretral

| Controlo 0,729 +0,037 0,963 = 0,097
(N=8)  sedentario (0,002 + 0,000) | (0,002 + 0,000)

11 Controlo 0,868 = 0,048 1,202 £ 0,070
(N=10) exercitado (0,002 + 0,000) | (0,003 + 0,000)

] CP 1,547 £0,121 1,421 +0,188
(N=10) sedentario (0,004 + 0,000) (0,003 + 0,001)

v CP 1,819 + 0,187 1,689 + 0,042
(N=10) exercitado (0,005 + 0,000) (0,005 + 0,000) !

Diferenca estatisticamente significativa entre o grupo | e os grupos Il e IV, na massa absoluta e
relativa da prostata (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa entre o grupo Il e os grupos Il e IV, na massa absoluta e
relativa da préstata (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa entre o grupo | e os grupos I, Il e IV, na massa absoluta do
testiculo esquerdo (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa entre o grupo | e os grupos Ill e IV, na massa relativa do
testiculo esquerdo (p<0,05);

Diferenga estatisticamente significativa entre o grupo Il e os grupos Il e 1V, na massa absoluta do
testiculo esquerdo (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa entre o grupo Il e o grupo Il1, na massa relativa do testiculo
esquerdo (p<0,05);

Diferenga estatisticamente significativa entre o grupo | e os grupos I, 11l e IV, na massa absoluta e
relativa do testiculo direito (p<0,05);

Diferenga estatisticamente significativa entre o grupo Il e os grupos Il e 1V, na massa absoluta e
relativa do testiculo direito (p<0,05);

Diferenga estatisticamente significativa entre o grupo | e os grupos Il e IV, na massa absoluta e
relativa da vesicula seminal (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Il e os grupos Il e IV, na massa absoluta e
relativa da vesicula seminal (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa entre o grupo IV e os grupos | e Il, na massa absoluta da
glandula bulbouretral (p<0,05);

Diferenca estatisticamente significativa entre o grupo IV e os grupos I, Il e 11, na massa relativa da
glandula bulbouretral (p<0,05).
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5. Discussao

O CP representa 27,6% de novos casos de cancro no homem e 10,7% das mortes
provocadas por esta doenca (Valkenburg e Williams, 2011). Estudos epidemioldgicos sobre o
processo de carcinogénese na prostata do homem revelaram ser dificeis de concretizar por
varias razdes, como a elevada idade na maioria dos doentes com CP, o elevado periodo de
laténcia associado & doenca e a complexidade da sua etiologia. VVarios modelos animais foram
desenvolvidos de forma a conseguir retratar, 0 mais préximo possivel e de forma reprodutivel,
0s processos envolvidos na carcinogenese prostatica humana, sobretudo com roedores
(Bosland, 1992).

Para este estudo, foi selecionado como animal de laboratdrio, o rato do sexo masculino
da espécie R. norvegicus, da estirpe Wistar Unilever. A selecdo deste animal como modelo e 0
procedimento envolvido na inducdo do CP (a selecdo do agente carcinogénico e a concentracao
a administrar, a via de administracdo e a idade dos animais aguando da administracdo) foram
definidos com base em trabalhos publicados anteriormente por Bosland (1996) e pela troca de
informacdes entre o autor referido e pela orientadora desta dissertacdo. Este trabalho
experimental é considerado um dos primeiros em que se avalia o efeito de exercicio fisico num

modelo animal de CP em ratos do sexo masculino, sendo realizado ao longo do protocolo:

e uma monitorizag&o ultrassonogréfica, no modo B, sobre a estrutura e dimensao da
prostata;

e uma analise objetiva da ecogenicidade numa ROI, para os lobos ventral e dorsal
da glandula, permitindo avaliar as caracteristicas dos tecidos;

e uma averiguacdo sobre a existéncia de neovascularizacdo na préstata para duas

ROIs, em tempo diferido, no modo Contraste.

A discussdo revelou-se dificil, uma vez que existe pouca literatura que apresente uma

metodologia semelhante a que foi aplicada neste trabalho.

No decurso do protocolo experimental, os animais foram observados diariamente de
forma a verificar a possivel existéncia de alteracfes na sua condicao clinica e comportamental.
O indice de perdas observado neste estudo, para o grupo | (indice de 20%, controlo e
sedentario), resultou da morte prematura de um animal que ndo recuperou da anestesia

necessaria para a realizacdo da TAC e, de outro animal que apresentou um tumor espontaneo
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na regido facial, precisamente na glandula de Zymbal (determinada apés uma analise
histologica). O indice de perdas registado no grupo IV (indice de 9,09%, CP e exercitado),
resultou do sacrificio de um animal de forma a realizar um estudo prévio da sua anatomia e
fisiologia. Como ja foi referido anteriormente, estes animais foram retirados do estudo e ndo
serdo discutidos nesta dissertacao.

No presente estudo, os resultados da analise histologica destes animais ndo se
encontravam disponiveis a data de entrega deste trabalho, ndo podendo assim determinar a taxa
de incidéncia de CP por grupo, o nimero de tumores por cada animal e o tipo de lesGes que
surgiram (pré-neoplasicas ou neoplasicas). Pollard e Luckert (1986) referiram que o tempo
médio de laténcia tumoral € de 8 meses (~32 semanas apds MNU) para ratos Wistar que foram
submetidos a um tratamento de MNU e testosterona. Apesar das diferencas existentes no
protocolo de inducgéo de CP e na estirpe utilizada (Lobund-Wistar) nesta dissertacdo, é possivel
aferir que o método aplicado apresenta também um elevado periodo de laténcia, podendo de
momento sO existir lesbes pré-neopléasicas. Narayanan et al. (2009), demonstraram uma
incidéncia de 71,33% de neoplasias intraepiteliais prostticas seguida por um aumento
moderado do numero de adenocarcinomas (61,7%) na prostata dorsal. Utilizaram o mesmo
protocolo de inducdo de CP na estirpe utilizada no estudo atual, com a excecdo do uso de 2
implantes de testosterona cristalina (3 cm de tubo, 40 mg/kg) e com uma duracédo de 52 semanas
apos a administracdo do MNU. Num trabalho publicado por Bosland (2014), com um protocolo
de inducdo de CP semelhante (terminou 72 semanas ap0s a administragdo do MNU, recorreu a
uma administracdo continua de 21 dias, por gavage, de 50 mg/kg de acetato de ciproterona
como anti-androgénio e 1 administracdo subcutanea, durante 3 dias, de 100 mg/kg de
propionato de testosterona) ao protocolo experimental desta dissertacdo (reformulado pelo
autor referido), provocou uma taxa de incidéncia de 57% nos animais que apenas receberam
um implante de testosterona cristalina, produzindo adenocarcinomas que se localizavam
predominantemente na regido dorso-lateral (43%) das préstatas dos roedores (andloga a regido
periférica da préstata do homem). Adicionalmente, ndo houve registo de qualquer tipo de
alteracdo nos niveis de concentracdo sérica de testosterona nestes animais. Neste momento

ainda ndo temos os valores séricos de testosterona relativos ao nosso trabalho.

Em relagdo ao consumo de alimento, pode-se referir que a ingestdo de comida aumentou
ao longo do protocolo experimental, uma vez que 0s animais estavam em crescimento. Na

ultima semana (semana 35), todos 0s grupos apresentaram valores semelhantes no consumo de
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comida, ndo se evidenciando qualquer tipo de resposta influenciada por uma atividade fisica
cronica ou pela doenca. No consumo de agua, registou-se também um aumento ao longo do
ensaio, com a excegédo do grupo I. Para 0 mesmo parametro observou-se, para a semana 35,
uma diferenca na média de consumo entre o grupo | (controlo, sedentério) e o grupo Il (controlo,
exercitado), sendo que o ultimo referido apresenta 0 maior valor, que podera ser justificada pela
necessidade de uma maior ingestdo hidrica provocada pela préatica de exercicio fisico, como
também a uma maior manipulacdo das gaiolas e consequentes perdas de agua dos biberdes

desse grupo.

No que diz respeito a evolucdo da média das massas corporais dos grupos, pode-se
concluir que os animais apresentaram um aumento da média da massa corporal no decorrer do
protocolo experimental. O ganho ponderal (%GP) é uma medida que representa o aumento real
da massa dos animais ao longo do estudo (Faustino-Rocha, 2012). Os grupos | e 111 exibiram
um %GP superior e estatisticamente significativo (p<0,05) quando comparado com 0s grupos
Il e IV, respetivamente, que poderéd ser explicado pelo efeito do exercicio fisico, que esta
associado a perda de massa corporal. A inducdo de CP ndo resultou em diferengas
estatisticamente significativas (p>0,05) na %GP, entre os grupos induzidos (Ill e 1V) e ndo
induzidos (I e I1), 0 mesmo ndo ocorreu em publicagdes anteriores em que foi utilizado 0 mesmo
agente carcinogénico em ratos Wistar (Senthilkumar et al., 2006; Kumar et al., 2012; Sharmila
etal., 2014).

Atualmente, a ultrassonografia revela-se como uma das principais técnicas para a
monotorizacdo da inducéo e do crescimento tumoral, em modelos animais (Korbel et al., 2015).
A determinacdo das dimensdes da prostata, através da ultrassonografia, fornece uma
informacdo precisa da cinética da resposta tumoral induzida, a qual é variavel de organismo
para organismo. As vias alternativas, como um sacrificio seriado ou a medigdo do tamanho dos
tumores no final de um estudo, revelam-se ser menos precisas, informativas e requerem um
maior numero de animais, comprometendo o poder estatistico para estudos pré-clinicos (Singh
et al., 2015). Apesar das préstatas do roedor e do homem serem funcionalmente equivalentes,
a primeira é de tamanho bastante reduzido (~25 mm?), multilobular e intercalada com os 6rgéos
geniturinarios circundantes. Nos roedores, os I6bulos existem em pares (esquerdo e direito) e a
forma de cada lobo é distinta entre si, devido as diferencas na morfogénese de ramificagéo para
cada lobo em especifico (Singh et al., 2015; Aaron et al., 2016). Todas estas caracteristicas

dificultam o célculo do volume da prdéstata do roedor e nao possibilitando a utilizagdo de uma
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Unica formula para a sua determina¢do, num unico plano de imagem ultrassonografica.
Contudo, esta aplicacdo verificou-se possivel na préstata do homem, apresentando uma

correlagéo positiva com o volume real do 6rgédo (Eri et al., 2002; Mitterberger et al., 2010).

Neste estudo, procurou-se um método simples, rapido e reprodutivel para a determinacao
das alteracGes induzidas na prostata, ao longo do protocolo, pelo método de inducdo do CP
usado e pelo efeito do exercicio fisico. Com base na visualiza¢ao da forma geométrica dos lobos
ventrais e dorsais (esquerdo e direito), obtidas num plano transversal na regido mediana para
cada lobo, propds-se a aplicacdo da formula da area de uma elipse para estimar 0 espaco
ocupado pela dimensdo dos mesmos. Os exames ultrassonograficos foram realizados de forma
seriada no protocolo experimental, possibilitando a visualizacdo de regressoes e expansdes do
tecido prostatico provocadas por cada etapa do método de inducdo de CP e pelo efeito do

exercicio fisico.

Entre o primeiro (antes da flutamida, 12S) e o segundo (antes da MNU, 15S) exame
ultrassonografico, ocorreu uma descida da area da préstata ventral nos grupos de animais
induzidos (111 e 1V), ndo sendo esta regressao significativa (p>0,05). Esta regressao ¢ justificada
pela atividade anti-androgénica da flutamida que inibe competitivamente a ligacdo dos
androgénios aos seus recetores presentes nos 6rgaos reprodutores do animal. Estudos revelaram
que este farmaco ndo inibiu os niveis circulatério de testosterona (Neri, 1989; Wirth et al.,
2007). Na terceira ultrassonografia (ap6s a MNU, 21S) registou-se um aumento ndo
significativo (p>0,05) da dimens&o ventral prostatica nos grupos induzidos (Il e 1), podendo
ser o resultado de um estimulo da proliferacdo de células epiteliais prostaticas apds uma
sensibilizacdo da prdstata ao agente carcinogénico, descrito por Mccormick (1998). Na quarta
ultrassonografia (ap6s a MNU, 32S) registou-se o pico da area ventral (p<0,05) nos grupos Il
e IV. Este efeito esta de acordo com os resultados obtidos por Gongalves et al. (2010) na
inducdo da carcinogeénese prostatica em gerbilos. Um dos grupos nesse estudo recebeu um
tratamento de MNU e testosterona, e apds 6 meses (~24 semanas) foi registado uma
proliferacdo significativa das lesbes prostaticas nos lobos ventrais. Estes autores associaram
estes resultados a uma instabilidade de homeostasia das células epiteliais (maior atividade
mitotica nestas células e decréscimo do volume ocupado pelo Iimen acinar) e a uma elevada
inflamagdo prostatica (desencadeada pelo aumento da resposta imunitiria aos agentes
carcinogeénicos). No ultimo exame ultrassonografico registou-se uma diminuicdo na dimenséo

dos lobos ventrais e dorsais dos animais induzidos (Il e 1V) (p<0,05), estes achados nédo se
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encontraram descritos em outros trabalhos prévios e com base na metodologia aplicada néo é

possivel descrever a origem desta diminuicéo.

O exercicio fisico ndo causou diferengas significativas (p>0,05) na dimensdo do lobo
ventral e dorsal entre os grupos nao induzidos (I e I1) e induzidos (111 e 1V), com a excecao do
altimo exame ultrassonografico (apds o MNU, 35S) em que foi registado uma diferenca
consideravel (p<0,05) entre o grupo | e o grupo Il no lobo dorsal. Em oposi¢éo, Teixeira (2012)
demonstrou que uma atividade fisica de resisténcia, em ratos Wistar, estava associado a uma
rutura do equilibrio entre a apoptose e a proliferacdo celular na prostata ventral do rato,
sugerindo a presenca de uma atrofia na glandula, promoveu uma maior concentracdo de
corticosterona, dihidrotestosterona e testosterona. No entanto, registou uma menor expressao
do recetor de androgénio e uma maior expressdao dos recetores de estrogénio o ¢ B (anti-
proliferativa para o epitélio prostatico), que no seu conjunto levou a uma menor atividade

proliferativa das celulas prostaticas nos animais exercitados.

Ao nivel da IE numa ROI da proéstata, os valores de cada grupo apresentam uma tendéncia
de subida e descida ao longo do protocolo. Por ndo haver muita literatura neste topico, esta
tendéncia podera ser explicada devido ao método aplicado ndo ter em consideracdo que a
ecogenicidade do tecido podera ser influenciada pela atenuacdo dos ultrassons que por sua vez
é causada pelos tecidos subcutaneos e pela profundidade (Moxon et al., 2015), como também
pela sua subjetividade. Em algumas situagdes foi registado uma diferenca significativa (p<0,05)
entre os animais saudaveis (I e I) e induzidos (I11 e 1), mas em geral houve um decréscimo
na IE, na qual os grupos Il e IV apresentam o menor valor. Evidencia-se assim uma alteragao
nas caracteristicas no tecido pelo protocolo de induc¢édo de CP, cuja baixa ecogenicidade podera
ser explicada pela substituicdo de tecido glandular normal por um conjunto de células tumorais
com menos interfaces refletivas (Ghai e Toi, 2012). Contudo, ndo foi possivel verificar esta
hipbtese devido a auséncia da analise histologica do 6rgdo em questao.

O CP apresenta uma maior densidade de microvasos em comparacdo com o tecido
prostatico saudavel, e esse aumento esta fortemente correlacionada com o progndéstico e
progressdo do CP (Aigner et al., 2010; Mitterberger et al., 2010). O objetivo do modo contraste
¢ averiguar a existéncia de um sinal mais pronunciado apds a administracdo de um meio de
contraste, para uma ROI no tecido prostatico, sugerindo a presenca de neovascularizagdo. Com
base nos resultados obtidos, ndo se observou uma diferenca significativa (p>0,05) na IE apds a

administracdo do meio de contraste, para as duas ROIs selecionadas (um no interior da glandula,
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outro na periferia), com a excec¢ao do grupo | em que se registou uma diferenca significativa
(p<0,05) na ROI da periferia da glandula. Observou-se uma subida muito subtil da IE, nos
grupos I, Il e 111, na ROI do interior da prostata, devido a passagem do agente de contraste. No
grupo IV observou-se antes uma ligeira descida que podera ser devido a subjetividade da
metodologia. Em relacéo & ROI na periferia destacou-se uma maior subida da IE, em todos 0s
grupos, em relacdo a ROI do interior da glandula, sugerindo a presenca de uma maior
vascularizacdo nesta regido. Com base na informacao obtida ndo ocorreu neovascularizacéo na
glandula, em qualquer dos grupos, para o intervalo de tempo em que o protocolo de inducéo foi

aplicado.

Analisando a massa relativa dos 6rgaos reprodutores, foram registadas diferencas
estaticamente significativas entre os grupos experimentais. Os grupos nédo induzidos (I e 1)
apresentaram uma massa prostatica inferior (p<0,05) em relacdo aos animais induzidos (I11 e
IV). Este resultado estd em concordancia com o efeito da indugédo do CP, ja descrito na literatura
(Senthilkumar et al., 2006; Sharmila et al., 2014). Analogamente, 0 mesmo ocorreu na vesicula
seminal e na glandula bulbouretral. Em oposicao, os testiculos dos animais dos grupos | e Il
apresentaram uma maior massa (p<0,05) em relacdo aos restantes. Todos estes resultados sdo

justificados pelo protocolo usado.
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6. Conclusao e perspetivas futuras

E possivel concluir que a administracio sequencial dos compostos quimicos referidos
para induzir CP em ratos machos Wistar Unilever, provoca alteragfes na glandula prostatica,
nomeadamente na sua dimensdo, nas células constituintes e na massa relativa do 6rgao. A
aplicacdo da ultrassonografia permitiu quantificar a dimensdo dos lobos ventral e dorsal,
permitindo determinar o crescimento ou a regressdo do 6rgao ap6s uma manipulacao hormonal
e apds a administracdo da MNU, encontrando-se j& descrita por outros investigadores. Atraves
da visualizacdo da IE no modo B foi possivel observar uma diminuicdo da ecogenicidade no
tecido prostatico dos animais doentes, 0 que sugere a existéncia de lesdes induzidas pelos
compostos quimicos e a proliferacdo de células alteradas no tecido prostatico. No modo
Contraste, ndo foi possivel observar qualquer indicio de neovascularizacdo para o intervalo de
tempo em que o protocolo de indugédo foi aplicado, sugerindo que este apresenta um elevado
periodo de laténcia tumoral, presumindo somente a existéncia de lesdes pré-neoplasicas. Nao

se registou qualquer efeito do exercicio fisico na glandula, através dos resultados obtidos.

A principal limitacdo desta dissertacdo foi a auséncia da analise histologica, ndo sendo
possivel comparar e confirmar os resultados obtidos pela ultrassonografia, determinar a
incidéncia de CP e averiguar o efeito de exercicio fisico nas lesdes induzidas. Outros fatores
como a subjetividade e outras limitacBes na aplicacdo da metodologia ultrassonografica
(referidos no capitulo anterior) poderdo afetar os resultados obtidos. Uma reformulacdo dos
métodos aplicados para trabalhos futuros, como uma analise com um maior nimero de ROls
atribuidos de forma automatica por um software préprio e a considera¢cdo da influéncia da
atenuacdo dos ultrassons, sdo necessarios para ultrapassar a dependéncia do operador na
aplicacdo da metodologia. A aplicacdo de uma técnica de ultrassonografia de alta frequéncia
para reconstrucdo de imagens em duas dimens@es para uma estrutura de trés dimensdes podera
ser um objetivo em trabalhos futuros para a determinagdo do volume da glandula, permitindo
determinar o volume mais proximo ao volume real da préstata, sendo ja descrita por um

investigador, em gerbilos.

Em suma, este estudo revela a importancia da ultrassonografia na caraterizacdo da
prostata e das lesbes induzidas pela manipulacdo hormonal e pela administracdo de um agente
carcinogeénico, sendo uma excelente ferramenta para a monitorizacdo da doenca na area de

investigacdo animal.
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Anexo A — Protocolo de exercicio

Anexo A. Protocolo de exercicio. O protocolo de exercicio teve inicio na oitava semana de vida, terminando na
trigésima quinta semana de vida, dois dias antes do sacrificio dos animais em estudo. Os animais estavam
distribuidos por gaiolas, sendo que cada uma contém 5 animais. Gaiola 1 e 2 — grupo 11, controlo exercitados;
gaiola 3, 4 e 5R1 (este animal fazia parte de outra gaiola de CP exercitado que ndo entrou neste estudo) — grupo
IV, CP exercitados (G — gaiola; Rn — identificacdo do animal pelo corte de orelha).

Protocolo de exercicio

Semana 12 de exercicio 22 de exercicio
Dia 28 32 42 52 62 28 32 42 52 62
Tempo
min) | 20 30 40 40 40 40 50 50 50
V(erlr(])/i::ﬁ?e ----- 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Semana 32 de exercicio 42 de exercicio
Dia 28 3a 423 5 62 248 32 42 52 62
T(;n;r?)o 50 50 60 60 60 60 60 60 60 60
Veloci
(en?/‘zﬁ‘;’]‘?e 8 18 18 18 18 | 20 20 20 20 20
Semana 5% de exercicio 62 de exercicio
Dia 22 32 42 5 62 22 32 42 52 62
T(fnr?r?)o 60 60 60 60 60 | 60 60 60 60 60
V(erlr?;:ﬁﬁgje 23 23 23 23 23 25 25 25 25 25
Semana 72 de exercicio 82 92 102 112 e 122 de exercicio
Dia 22 32 423 52 62 22 32 42 52 62
T(fnni"rf’)o 60 60 60 60 60 | 60 60 60 60 60
Velocidade
(m /r:ﬂn) 28 28 28 28 28 30 30 30 30 30

XX



Anexos

Semana 132 de exercicio 142 de exercicio
Dia 2 32 43 52 62 28 32 43 (52 62
T(ren”i]r?)o 60 60 60 60 | 60 60 60 60 60
de
i f
Velocidade |, 30 30 30 S| 3 30 30 30 30
(m/min)
Semana 152 de exercicio 162 de exercicio
Dia 22 32 43 52 62 22 32 43 52 62
T(fnr?r?)o 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60
V(erf/‘i:fi'ﬁ()je 32 32 32 32 32 34 34 34 34 34
Semana 172 de exercicio 182, 192 de exercicio
Dia 22 32 43 5 62 22 32 43 52 62
0 — 30 min a 30 m/min
T(fnr?r?)o 60 60 60 60 60
30 — 45 min a 32 m/min
V(erlr?/ﬁi;je 36 36 36 36 36 45 — 60 min a 34 m/min
Semana 202 de exercicio 212 222 e 232 de exercicio
Dia 22 3 4a 5a 62 22 3 4a 5a 62
G1 — 36 m/min, G1R3 — 26 m/min G1 — 36 m/min, G1R3 — 26 m/min
Tempo
(min) e 2° teste G2 - 32 m/min, G3 - 34 m/min G2 — 32 m/min, G3 - 34 m/min
. de
velocidade | otorco G4 — 35 m/min, G5R1 — 32 m/min G4 — 35 m/min, G5R1 — 32 m/min
(m/min)
m/min
60 min 60 min
Semana 242 e 252 de exercicio 262 de exercicio
Dia 24 32 42 b5a 62 28 3 42 b5a 62
G1 - 36 m/min, G1R3 — 26 m/min, G2 — 32 m/min G1 - 30 m/min, GIR3 20m/min
Tempo 60 min G2 - 26 m/min, G3 — 28 m/min
(mln) e 3° teste
velocidade G3, G4, G1R4, G2R5, G5R1 de G4 — 39 m/min, G5R1 — 26 m/min
) esforgo
(m/min) 0 — 15 min a 20m/min, 15 - 30 min a 25 m/min

30 - 45 min a 30 m/min, 45 - 60 min a 25 m/min

30 min
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Semana 272 de exercicio 282 de exercicio
Dia 248 32 42 52 62 22 32 42
G1 - 30 m/min, G1R3 20m/min G1 - 30 m/min, G1R3 20m/min
Tempo
(min) e G2 —26 m/min, G3 — 28 m/min G2 - 26 m/min, G3 — 28 m/min
velocidade G4 — 39 m/min, G5R1 — 26 m/min G4 — 39 m/min, G5R1 — 26 m/min
(m/min)

30 min

30 min

XXV





