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Figura 1: A) Vista lateral. Prostata localizada na cavidade pélvica. B) Vista 05
ventro-dorsal da cavidade pélvica canina (retirado osso pubiano). Observam-se
bexiga urinaria (1); prostata (2); reto (3) e uretra (4).

Figura 2: A) Prostata Humana. Zonas anatdmicas distintas: periférica (ZP), 07
central (ZC), transicional (ZT) e periuretral (ZPU). B) Prostata Canina. Ndo ha
divisbes anatbmicas distintas, sendo representada de fora para dentro pela

capsula prostatica, tecido glandular, musculo uretral, tecido conjuntivo

periuretral (TCPU) e [imen uretral.

Figura 3: Fotomicrografia prostatica mostrando a histologia normal da glandula 09
canina. Notam-se epitélio secretor (seta vazada), célula basal (seta estreita),
lumen glandular (A) e estroma de sustentagao (seta preenchida).HE, 500x.

Figura 4: Mecanismo de agao da testosterona e DHT na promogéao do 28
crescimento e divisdo celular das células estromais e epiteliais da préstata

(adaptado de Cotran et al., 1999). Testosterona (T,), diidrotestosterona (DHT),
receptor nuclear androgénico (RA), fator de crescimento (FC).

Figura 5: Mecanismo de agao estrogénica na promogao do crescimento e 31
divisdo celular das células estromais e epiteliais da préstata. Estrogeno (E»),
hormdnios esterdides ligados a globulina (SHBG), testosterona (T4),
diidrotestosterona (DHT), adenosina monofosfato (AMP), fator de crescimento
semelhante a insulina (FCSI).

Figura 6: Mecanismo de interagéo entre epitélio e estroma na proliferagao 34
epitelial prostatica. Fatores de crescimento como o fator de crescimento de
ceratinécitos (KGF) e o fator de crescimento transformante 3 (TGF ) estimulam

e inibem a proliferacao celular epitelial prostéatica, respectivamente (Laufer

Amorim et al., 2002).

Figura 7: Representacao dos cortes realizados nas glandulas dividindo-as em 53
trés porgdes (cranial, média e caudal).

Figura 8: Cassetes com segmento de tecido prostatico incluido em parafina e 53
devidamente identificado.

Figura 9: Aspecto macroscopico de uma préstata normal. Notar simetria 63
bilateral.

Figura 10: Frequiéncia de lesbes prostaticas unicas ou concomitantes (N=40). 65

Figura 11: Classificagdo geral das préstatas em relagéo a afecgdo predominante 66
(N=40).

Figura 12: Macroscopia de prostata normal. Notar a uniformidade do 67
parénquima e a simetria dos contornos.

Figura 13: Fotomicrografia de préstata normal. Notar acinos com epitélio 67
uniforme e projegdes digitiformes (1) para o limen repleto de secreco (S). HE
400x.




Figura 14: Ocorréncia de alteragbes nas glandulas avaliadas (N=40).

Figura 15: Fotomicrografia de prostatite crénica. A) Intenso infiltrado inflamatério
intersticial adjacente a acinos de morfologia normal (seta). HE 100x. B) Detalhe
de A evidenciando a predominancia mononuclear do infiltrado inflamatério. HE
400x

Figura 16: Fotomicrografia prostatica. Infiltrado inflamatério predominantemente
mononuclear e intersticial.Notar epitélio acinar displasico (seta). HE 320x.

Figura 17: Prostatite e hiperplasia cistica. Observar aspecto cistico difuso e uma
grande cavitacdo que representou microscopicamente a prostatite supurativa
com destaque para o exsudato inflamatério polimorfonuclear apresentado na
Figura 18.

Figura 18: Fotomicrografia de prostatite aguda. A)Notar acino repleto de
exsudato inflamatorio. HE 250x. B) Detalhe de A caracterizando o infilirado
polimorfonuclear e destruigdo do epitélio acinar (seta). HE 500x.

Figura 19: Fotomicrografia prostatica. Atrofia do epitélio acinar (A) em
concomitancia com hiperplasia estromal (hes), displasia (seta) e células
inflamatérias (seta vazada). HE 640x.

Figura 20: Fotomicrografia prostatica. Atrofia glandular (seta) e tecido conjuntivo
adjacente de um céo castrado e idoso. HE 500x.

Figura 21: Fotomicrografia prostatica. Dilatagao glandular. HE 400x.

Figura 22: Fotomicrografia de metaplasia escamosa do epitélio prostatico. HE
640x.

Figura 23: Aspecto macroscopico de cisto prostatico.
Figura 24: Fotomicrografia de cisto prostatico. HE 100x.

Figura 25: Fotomicrografia de carcinoma prostatico. Observar areas de
hemorragia entre as células neoplasicas (seta larga) e uma figura de mitose
(seta vazada). HE 640x.

Figura 26: Fotomicrografia prostatica. Displasia do epitélio acinar (setas) e
células inflamatorias. HE 400x.

Figura 27: Fotomicrografia prostatica. A) Displasia do epitélio acinar em
concomitancia com hiperplasia complexa e células inflamatérias (seta). HE
200x. B) Detalhe de A evidenciando a desorganizagao e as altera¢des
morfolégicas das células epiteliais acinares (seta cheia). HE 400x.

Figura 28: Aparéncia macroscoépica do carcinoma prostatico. Observar area de
coloracéo acastanhada e aspecto firme (seta).

Figura 29: Fotomicrografia de carcinoma prostatico. Observar as atipias
nucleares e o pleomorfismo celular intenso. HE 400x.

Figura 30: Fotomicrografia prostatica. A) Acino dilatado e repleto de contetdo,
infiltrado inflamatério intersticial (seta), epitélio acinar achatado e area focal de
PIN (seta vazada). HE 200x. B) Detalhe de A evidenciando a proliferagao
celular, desorganizagao e as alteragdes morfoldgicas das células epiteliais

68
69

69

70

70

71

71

72
72

73

73

74

74

75

75

76

76




acinares que caracterizam PIN. HE 500x.

Figura 31: Fotomicrografia prostatica. A) Acino com epitélio caracteristico de
PIN, infiltrado inflamatdrio intersticial e proliferagéo de tecido conjuntivo
adjacente (hiperplasia estromal). HE 250x. B) Outra area de PIN evidenciando a
proliferacdo, desorganizacao e atipias celulares (P), bem como proliferagao
estromal (E) e infiltrado inflamatério (1). HE 400x.

Figura 32: Ocorréncia de hiperplasia epitelial, estromal e complexa (N= 31).
Figura 33: Ocorréncia de hiperplasia de acordo com a idade do animal (N= 31).

Figura 34: Aspecto macroscopico da hiperplasia epitelial cistica. Notar as
cavitagdes distribuidas pelo parénquima prostatico.

Figura 35: Fotomicrografia de hiperplasia prostatica epitelial cistica. Observar os
acinos glandulares dilatados, irregulares e com secrecdo no interior do lumen.
HE 100x.

Figura 36: Aparéncia macroscopica da hiperplasia epitelial cistica e papilifera.
Notar areas de cavitagdes (hiperplasia cistica - HC) e areas de aspecto mais
denso (hiperplasia papilifera - HP), distribuidas pelo parénquima prostatico.

Figura 37: Fotomicrografia de hiperplasia prostatica epitelial papilifera. A)
Observar os acinos glandulares com proliferagées digitiformes para o interior do
lumen. HE 50x. B) Detalhe de A evidenciando a proliferagdo e a desorganizagéo
de células que compdem o epitélio da papila. HE 200x.

Figura 38: Aspecto macroscopico da hiperplasia estromal. Observar areas
densas e sem cistos ou cavitagdes em ambas as prostatas apresentadas.

Figura 39: Fotomicrografia de hiperplasia estromal. Notar proliferagdo estromal
e acinos glandular em processo de atrofia, bem como a presenca de células
inflamatérias no intersticio. HE 200x.

Figura 40: Aparéncia macroscopica da hiperplasia complexa. Notar a
heterogeneidade das formas.

Figura 41: Fotomicrografia de hiperplasia complexa. Observar proliferagéo
estromal (E), epitelial cistica (C) e papilifera (P). HE 50x.

Figura 42: Percentual de glandulas acometidas pelos diferentes tipos de
hiperplasia isoladamente ou concomitantemente (N=31) H. Ep. C. — hiperplasia
epitelial cistica; H. Ep. P. + C — hiperplasia epitelial papilifera e cistica; H. Es. —
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Figura 43: Médias de idade dos animais (em anos) normais e acometidos pelos
diferentes padrdes de hiperplasia (N=37).

Figura 44: Fotomicrografia de prostata normal. A) Citoplasma das células do
epitélio secretor com reagéo positiva para PSA. 640x. B) Detalhe de um acino
com marcacao citoplasmatica positiva para PSA. 640x.

Figura 45: Fotomicrografia prostatica mostrando marcacao uniforme do epitélio
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acinar secretor de uma glandula hiperplasica. PAP 200x.

Figura 46: Fotomicrografia de prostata hiperplasica. A) Hiperplasia Cistica.
Acinos dilatados com epitélio secretor e contetdo imtraluminal imunomarcados
para PSA. 100x. B) Hiperplasia Estromal. Proliferacdo estromal (E) e acinos
atréficos, mas mantendo a atividade secretora de PSA (setas). PSA 250x.

Figura 47: Fotomicrografia de prostata atréfica. Notar auséncia de
imunoreatividade e atrofia acinar (setas). PSA 400x.

Figura 48: Distribuigéo dos escores referentes ao niumero de células marcadas,
atribuidos as glandulas normais e hiperplasicas incubadas com PSA (N=37).

Figura 49: Distribuicdo dos escores referentes a intensidade de
imunoreatividade, atribuidos as glandulas normais e hiperplasicas incubadas
com PSA (N=37).

Figura 50: Fotomicrografia de glandula atréfica. Observar epitélio acinar secretor
atréfico e auséncia de imunomarcagao. PAP 400x.

Figura 51: Fotomicrografia de glandula hiperplasica com marcagao
intracitoplasmatica intensa e homogénea no epitélio acinar secretor. PAP 400x.

Figura 52: Distribuicdo dos escores atribuidos a glandulas normais e
hiperplasicas incubadas com PAP, quanto ao numero de células marcadas
(N=37).

Figura 53: Distribuicdo dos escores atribuidos a glandulas normais e
hiperplasicas incubadas com PAP, quanto a intensidade de imunoreatividade
(N=37).
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RESUMO/ABSTRACT




DE MOURA, V.M.B.D. Estudo Ilaboratorial, anatomopatolégico e
imunoistoquimico da préstata de cdes adultos. Botucatu, 2004. Tese
(Doutorado em Medicina Veterinaria, Area de Concentragdo: Clinica
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

RESUMO

As doencgas prostaticas constituem um problema comum em caes adultos
e idosos. Uma das afeccbes mais frequentes € a hiperplasia prostatica
benigna (HPB) que, tanto no cdo como no homem, esta associada ao
avanco da idade e ao desequilibrio hormonal. A partir disso foram
avaliados o perfil laboratorial e os aspectos macro e microscépicos da
prostata de 40 cdes com idade superior a trés anos. Na analise
laboratorial encontraram-se baixos niveis de estrogeno e altas
concentragcbes de PSA nos animais com algum tipo de hiperplasia.
Morfologicamente, glandulas normais apresentaram peso estatisticamente
menor que as com hiperplasia epitelial. As variaveis comprimento, largura
e altura também diferiram entre os grupos. A maioria das préstatas
apresentou duas ou mais alteragbes histomorfologicas (91%), e destas,
as HPB foram as mais frequentes (77,5%), com predominancia do tipo
complexa (48%). Infiltrado inflamatodrio, displasia acinar, dilatacédo
glandular, atrofia e PIN também mostraram alta incidéncia. Por outro lado,
cistos, metaplasia escamosa, hemorragias e carcinoma compreenderam
as lesbes de menor ocorréncia. No estudo imunoistoquimico foi obtido
100% de reatividade com os anticorpos PSA e PAP em prostatas
normais, e positividade variada nas hiperplasicas. Em contra partida, as
reacgdes direcionadas aos hormdnios (E; e andrégenos) ndo alcangaram
éxito com os diferentes anticorpos mono e policlonais testados.

Palavras-chave: cado; diidrotestosterona; estrogeno; hiperplasia prostatica

benigna; imunoistoquimica; préstata; testosterona.




DE MOURA, V.M.B.D. Male adult dogs prostate laboratorial,
anatomopathologic and immunohistochemical study. Botucatu, 2004. Tese
(Doutorado em Medicina Veterinaria, Area de Concentragdo: Clinica
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT

Prostatic diseases have been a common problem in middle-age and older
intact male dogs. Among these, benign prostatic hyperplasia (BHP) is the
most frequent, age-related and hormonal-dependent condition of human
and canine prostate. Blood samples were collected from 40 intact male
dogs, three years old or more to determine laboratorial and to evaluate
gross and histopathological aspects. Low levels of estrogen and high
levels of prostatic specific antigen (PSA) were found in dogs with BHP,
respectively. Normal prostates weighted statistically different from
epithelial hyperplasia. Length, width and height differed between four
comparative groups. The great majority of prostates showed two or more
histological lesions at the same time (91%), with BHP occurring in 77,5%
and complex form was predominant among them (48%). Inflammatory cell
infiltrate, acinar dysplasia, glandular dilatation, atrophy and PIN were also
founded with high incidence. In the other hand, cysts, squamous
metaplasia, hemorrhages and carcinoma were observed in few cases. On
immunohistochemical study PSA and PAP (prostatic acid phosphatase)
showed immunoreaction in 100% of normal prostates and variable
positivity in glands with BHP. In contrast, the hormonal reactions (E, and
androgens receptors) weren’'t successful using monoclonal and policlonal

antibody tested.

Key-words: dog; dihydrotestosterone; estrogen; canine benign prostatic

hyperplasia; immunohistochemistry; prostate; testosterone.




INTRODUCAO




INTRODUCAO

As doencgas prostaticas constituem um problema comum em
caes adultos e idosos. Uma das afecgdes mais frequentes é a hiperplasia
prostatica benigna (HPB) que, tanto no cdo como no homem, esta
associada ao avango da idade e ao desequilibrio hormonal. Outras lesdes
que comprometem a unica glandula sexual acesséria do cdo s&o:
prostatites, abscessos, cistos e com menor frequéncia, as neoplasias
prostaticas.

Devido a estreita inter-relacdo entre horménios sexuais e a
patogenia de algumas moléstias prostaticas, estudos direcionados a estes
androgenos e glicoproteinas prostaticas, como o PSA e a PAP, tém sido
realizados com frequéncia na espécie humana. No entanto, a literatura
veterinaria apresenta dados controversos a este respeito e, muitas vezes,
sequer os apresenta.

Diversas técnicas de avaliagdo morfolégica, como a analise
histolégica de laminas coradas por hematoxilina e eosina (HE), séo
utilizadas para diagnosticar lesdes prostaticas. Com o avango e expansao
da medicina e da veterinaria, novas técnicas tém sido desenvolvidas e
vém auxiliando na determinagcdo do diagnostico e progndstico dessas
lesdes. A técnica de imunoistoquimica e a morfometria celular
representam uma das novidades em termos de métodos de avaliacdo das
afec¢des dos diferentes sistemas de um organismo. Assim, as afecg¢des
prostaticas também podem ser melhor avaliadas, diagnosticadas e
tratadas com o auxilio destes métodos.

Diante de poucas informagdes sobre imunoistoquimica,
dosagem laboratorial de androgenos, PSA e PAP, bem como as grandes
variagbes observadas no padrdo histologico das lesdes prostaticas da

espécie canina, este estudo teve por objetivos:




1. Realizar a dosagem sérica de testosterona, diidrotestosterona,
estrogeno, bem como as mensuragdes sérica e urinaria de PSA e PAP
em caes adultos;

2. A avaliagdo morfolégica da prostata de caes adultos, mensurando
peso, volume e medidas, bem como correlacionar estes dados com o
tipo de lesao tecidual;

3. Verificar a freqiéncia das lesdes prostaticas em caes adultos que
apresentassem ou n&o sintomatologia clinica e correlacionar com a
faixa etaria dos animais;

4. Verificar se existem diferencas quantitativas (células marcadas) e
qualitativas (intensidade de marcagdo) quanto aos horménios e
glicoproteinas, de acordo com o tipo de lesdo morfolégica da préstata;

5. Reconhecer receptores teciduais dos horménios androgenos,
estrogeno e as glicoproteinas PSA e PAP na prostata canina, por
técnica imunoistoquimica, correlacionando-os com as diferentes
afecgdes deste 6rgao;

6. Correlacionar as dosagens séricas de testosterona, diidrotestosterona,
estrogeno, PSA e PAP com o diagndstico histopatologico da prostata e
com a marcagao imunoistoquimica de receptores tissulares para estes
hormonios e glicoproteinas.

Considerando o descrito, este estudo vislumbra alguma
contribuicdo para o melhor entendimento das lesbes prostaticas do céo,

especialmente no que diz respeito aos aspectos laboratoriais, macro e

Microscopicos.
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REVISAO DE LITERATURA

A) Morfofisiologia prostatica

A prostata é um 6rgao musculo-glandular e tem como principal
funcdo a producdo do fluido prostatico que transporta e sustenta os
espermatozoides no processo de ejaculacdo (Benoit et al., 1993;
Swinney, 1998). No cédo € bilobulada e representa a unica glandula sexual
acessoria desta espécie. Apresenta septo mediano na superficie dorsal e
esta localizada no espaco retroperitoneal, ventral ao reto, dorsal a sinfese
pubica, caudal a bexiga e junto a uretra proximal (Figura 1A e B) (Olson et
al., 1987; Dorfman e Barsanti, 1995; Johnston et al., 2001).

Quanto ao posicionamento, a préstata pode ser abdominal ou
pélvica. Do nascimento aos dois meses de idade, a glandula encontra-se
na regido abdominal e, apds a cicatrizagdo do uraco remanescente, esta
passa a manter localizagao pélvica na maioria dos caes, podendo variar a
posicdo no abdémen em fungéo da idade do animal, distensdo da bexiga
e presenca de afeccbes prostaticas (Rogers et al., 1986; Olson et al.,
1987; Burk e Ackerman, 1996; Feldman e Nelson, 1996).

Costa Neto, J.M. \

Figura 1: A) Vista lateral. Préstata localizada na cavidade pélvica. B) Vista
ventro-dorsal da cavidade pélvica canina (retirado 0sso pubiano). Observam-se

bexiga urinaria (1); préstata (2); reto (3) e uretra (4).




Segundo Dorfman e Barsanti (1995) a prostata mantém
localizacdo pélvica dos dois meses até a maturidade sexual e, a partir
deste periodo, o 6rgdo encontra-se em posicdo abdominal. Apesar da
ampla variagdo na posig¢ao prostatica, a maioria dos autores concorda que
caes adultos e sexualmente intactos desenvolvem algum tipo de afecgao
prostatica e apresentam a glandula em localizagdo pélvica cranial ou
abdominal (Barsanti e Finco, 1992; Dorfman e Barsanti, 1995; Chew,
1997; Atalan et al., 1999b; Souza e Toniollo, 1999; Johnston et al., 2001).

De acordo com Bonkhoff et al. (1999), De Marzo et al. (1999) e
Coffey, (2001) é importante e produtivo ressaltar as similaridades, mas
nao é possivel omitir disparidades anatomicas e fisiolégicas importantes
entre as prostatas humana e canina. Habitos alimentares e a longevidade
das espécies em questao também devem ser levados em consideragéo.

No homem adulto, a prostata possui quatro zonas anatdmica e
biologicamente distintas, denominadas: periférica, central, transicional e
periuretral (Figura 2A) (Cotran et al., 1999). As lesdes proliferativas
apresentam padrao dispar para cada regido. Nesta espécie, a maioria das
hiperplasias surge das zonas transicional e periuretral, e os carcinomas
da zona periférica (Griffiths et al., 1991; Cotran et al., 1999; De Marzo et
al., 1999). De acordo com Lepor et al. (1992), no cdo ndao ha evidéncias
de que esta glandula seja dividida em regides anatdmicas distintas
(Figura 2B).

Cooney et al (1992), correlacionaram achados ultra-
sonograficos com a histologia da prostata canina e observaram que os
detalhes celulares do epitélio e a morfologia acinar eram uniformes, nao
havendo, como nos humanos, divisdo em zonas anatdmicas. Segundo
estes mesmos autores, histologicamente, a glandula prostatica dos caes

assemelha-se a porcéao periférica da prostata humana.




Adaptado de Souza e Toniollo, 2001
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Cotran et al., 1999 /

Figura 2: A) Préstata Humana. Zonas anatdmicas distintas: periférica (ZP),
central (ZC), transicional (ZT) e periuretral (ZPU). B) Préstata Canina. Nao ha
divisdes anatbmicas distintas, sendo representada de fora para dentro pela
capsula prostética, tecido glandular, musculo uretral, tecido conjuntivo periuretral

(TCPU) e lumen uretral.

Dessemelhangas fisiolégicas incluem a secregcdo de
substancias heterdlogas, mas com fungdes equivalentes. A prostata
humana secreta glicoproteinas como o antigeno prostatico especifico
(PSA) e a fosfatase acida prostatica (PAP). Ja a glandula canina secreta a
proteina denominada esterase prostatica secretoria canina (CPSE)
(McEntee et al., 1987; Bell et al., 1995; Gobello et al, 2002).

Diferencas alimentares entre as espécies sao notérias, e,
segundo De Marzo et al. (1999), dietas ricas em gorduras e carne
vermelha podem culminar com o dano do DNA de células da prostata e
ser um dos fatores predisponentes da carcinogénese prostatica (Bonkhoff
et al., 1999; Ziada et al., 1999; Coffey, 2001). A longevidade humana
talvez possa explicar a alta incidéncia de neoplasia prostatica nesta
espécie, 0 que nao ocorre com os caes (Waters et al., 1998).

No que diz respeito a nutricdo vascular, a artéria prostatica,
que tem sua origem na artéria pudenda interna, e as veias prostatica e
uretral s&o responsaveis pelo suprimento sanglineo apropriado a préstata

canina (Johnston et al.,, 2001). A inervagao da glandula é determinada




pelo sistema nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico (Lepor et al.,
1992), sendo descrito o papel do o6xido nitrico como mediador da
contracido prostatica e modulador do crescimento prostatico no cao e no
homem (Zlotta et al., 1997; Crone et al., 1998).
O fluido produzido pela glandula prostatica € secretado a partir
de estimulo parassimpatico do nervo pélvico e expulso durante a
ejaculagcao mediante estimulo simpatico do nervo hipogastrico (Johnston,
et al., 2001). Constantemente sédo secretadas pequenas porg¢des de fluido
prostatico para a uretra proximal ou prostatica, e, se ndo houver micgao
ou ejaculacao, a pressao uretral produzida forga o fluido a deslocar-se
para o interior da bexiga (Barsanti, 1998; Johnston et al., 2000).
Macroscopicamente, a prostata canina € constituida por dois
grandes lobos, e quanto ao aspecto histolégico € composta por I6bulos e
estes por acinos tubulo-alveolares que se estendem desde sua abertura
no ducto uretral até a capsula prostatica que limita, sustenta e protege o
elemento epitelial da prostata (Rogers et al., 1986; Johnston et al., 2001)
As células glandulares sdo cubicas a colunares e,
frequentemente, se apresentam em camada dupla com epitélios secretor
e basal (Figura 3). Nos ductos excretérios prostaticos que se abrem no
interior da uretra, o epitélio € do tipo transicional (Olson et al., 1987;
Barsanti e Finco, 1992; Dorfman e Barsanti, 1995; Johnston et al., 2001).
O estroma é composto por fibroblastos, células musculares
lisas, vasos sanguineos e nervos, sendo este elemento predominante no
periodo pré-pubere do animal e o componente epitelial mais abundante
apos tal momento (Olson et al., 1987; Barsanti e Finco, 1992; Dorfman e
Barsanti, 1995). Os ductos prostaticos onde a secregdo prostatica
desemboca, ndo coalescem, ao invés disso abrem-se na uretra prostatica
ao redor dos ductilos deferentes, formando o coliculo seminal (Johnston
et al., 2001).




Figura 3: Fotomicrografia prostatica mostrando a histologia normal da glandula canina.
Notam-se epitélio secretor (seta vazada), célula basal (seta estreita), [imen glandular (A)

e estroma de sustentacéo (seta preenchida).HE, objetiva 40x/1.25x.

Nos cdes entre seis meses e um ano de idade ocorre a
predominancia do estroma fibromuscular em relacdo as células epiteliais.
Esta proporgdo € igualmente inversa quando os animais chegam a
maturidade sexual (Zirkin e Strandberg, 1984; Barsanti e Finco, 1992). Ja
na glandula humana, a propor¢cao entre os tecidos epitelial e estromal
permanece constante do nascimento aos vinte anos de idade, embora o
percentual entre musculo liso e tecido conjuntivo varie durante este
periodo (Shapiro et al., 1997).

A préstata € uma glandula andrégeno-dependente, uma vez
que a castragdo do animal gera atrofia do tecido glandular e a presenca
e/ou variagdo nos niveis desses horménios leva ao aumento gradual da
glandula, por proliferacédo de elementos epiteliais e estromais (Rogers et
al., 1986; Chew, 1997; Purswell et al., 2000). Com o avancgar da idade, a
prostata aumenta seu volume concomitantemente com a elevacdo da
testosterona sérica, e, apdés a maturidade sexual, permanece neste
tamanho até o desenvolvimento da hiperplasia prostatica benigna (HPB)
ou qualquer outro processo patologico benigno ou maligno que leve a

expansao da glandula. (Isaacs, 1984; Barsanti e Finco, 1992).




As afeccgbes prostaticas sdo um problema comum em céaes
adultos e idosos. Além das alteragdes histolégicas pertinentes a cada tipo
de processo patoldégico que o tecido prostatico possa desenvolver, o
avango da idade também interfere na relagdo entre o peso da gléndula e
0 peso corporeo do animal (Atalan et al., 1999a; Johnston et al., 2001).

Zirkin e Strandberg (1984) estudaram as alteracbes na
morfologia da prostata canina com o decorrer da idade dividindo-as em
imaturas, nas quais a porgcado alveolar € pouco desenvolvida; normais,
apresentando alvéolos compostos por proje¢des de células epiteliais para
o lumen glandular; e hiperplasicas, com aumento na quantidade de
epitélio secretor, com ou sem a formacido de cistos. Seguindo esses
critérios concluiram que caes com aproximadamente um, 2,5 e 6,4 anos
apresentam glandula imatura, normal e hiperplasica, respectivamente.

Poulet (1985) descreve trés fases de evolugdo para este érgéo:
crescimento normal até os dois anos de idade, com a glandula pesando
aproximadamente 0,66g/Kg; crescimento anormal ou hiperplasica em
caes de trés a cinco anos, periodo em que a préstata pesa de 0,67 a
1g/Kg; e a fase dos animais entre seis e 16 anos, com o 6rgdo pesando
mais de 1g/Kg. Apds estes momentos, a glandula se estende a involugao
senil.

O crescimento prostatico, as alteragées morfologicas referentes
a idade e o envolvimento hormonal na patogenia das lesdes prostaticas
vém sendo cada vez mais estudados na espécie canina devido as
semelhangas dos processos nas espécies humana e canina (Lowseth et
al., 1990; Dorfman e Barsanti, 1995). Além disso, o cdo é a unica espécie
ndo humana na qual a HPB e o cancer prostatico ocorrem
espontaneamente com o avancar da idade (Berry et al., 1986; Lowseth et
al., 1990; Waters et al., 1997; Leav et al., 2001).




B) Afeccdes prostaticas

A prostata canina é sede de diversas afecgdes que constituem
um problema comum em cé&es adultos e idosos (Krawiec, 1994; Dorfman
e Barsanti, 1995; Purswell et al., 2000). Com o envelhecimento esta
glandula aumenta de volume e peso, usualmente devido a hiperplasia ou
transformacgao neoplasica (Poulet, 1985; Olson et al., 1987).

Oliveira et al. (1996), com o objetivo de avaliar a incidéncia das
afeccdes prostaticas em cides que eram encaminhados a necropsia,
observaram que 84,6% dos animais apresentavam lesbes nesta glandula,
revelando a importancia destas alteragdes na espécie canina. Ainda, a
HPB foi a mais frequente (36,9%), sendo comum em caes acima de oito
anos de idade (53,9% dos casos) e, em cées entre dois e oito anos a
frequéncia foi de 29%. Quadros de prostatite, cistos prostaticos e
neoplasias obtiveram frequéncia de 24,6%; 12,3% e 4,6%,
respectivamente.

Teske et al. (2002) realizaram estudo retrospectivo direcionado
as doencas prostaticas e encontraram 57,1% de HPB, 19,3% de
prostatites e 13% de carcinomas prostaticos. Os autores relatam que o
percentual real da HPB pode ser maior do que o observado, pois nao
foram incluidos animais que nao apresentassem sintomatologia de
doenca prostatica, fato comum em cées com hiperplasia. Ressaltam ainda
que a HPB esta presente em 100% das préstatas de animais acima de
seis anos.

Krawiec e Heflin (1992), referem que as lesdes prostaticas
mais comuns, em ordem de frequéncia, sao: prostatite bacteriana, cistos
(incluindo os de retencédo e aqueles associados a hiperplasia glandular),
adenocarcinomas e hiperplasia prostatica benigna (HPB). No entanto, os
autores acreditam que os casos de HPB podem ter sido subestimados,
visto que animais que apresentaram aumento de volume prostatico sem

avaliagao histopatologica nao foram considerados. Além desses dados,




observaram que a média de idade no momento do diagndstico foi de 8.9
anos.

Krawiec (1994) ressalta a importancia clinica de se identificar a
causa especifica da lesdo prostatica, para que um tratamento correto seja
instituido. Caes sexualmente intactos sao mais propensos ao
desenvolvimento de doenca prostatica em relacdo aos animais castrados,
no entanto, quando o enfoque é direcionado as neoplasias, tal afirmacgao
torna-se invalida, visto que sua ocorréncia ndo € menor em caes
orquiectomizados (Kraweic e Heflin, 1992).

Burk e Ackerman (1996) referem a HPB como a causa mais
comum de aumento de volume prostatico no cdo. Segundo estes mesmos
autores, neoplasias, cistos e prostatites sdo outras altera¢des da glandula
que culminam com prostatomegalia. Embora a literatura apresente dados
variados, a maioria dos trabalhos descreve a HPB como a principal
afeccao da préstata de caes adultos e sexualmente intactos (Chew, 1997;
Swinney, 1998; Barsanti, 1999; Purswell et al., 2000; Johnston et al.,
2000; Gobello et al., 2002; Laufer Amorim et al., 2002).

Brendler et al. (1983) e Johnston et al. (2001), descrevem que
a glandula aumenta de volume gradualmente, como parte de seu
desenvolvimento natural, e continua a crescer na vida adulta. Relatam
ainda que o aumento devido a hiperplasia aparece antes do
desenvolvimento completo da mesma. Este crescimento é regulado pela
5a diidrotestosterona (DHT), um metabdlito ativo da testosterona que é
formado no interior das células epiteliais prostaticas (Klausner et al., 1994;
Souza e Toniollo, 1999; Purswell et al., 2000).

Quanto a predisposigao racial, Chew (1997) reporta que as
racas dobermann e pastor alemio sdo uma constancia quando o assunto
€ doenca prostatica. Krawiec e Heflin (1992) encontraram alteragdes
prostaticas com maior frequéncia nestas duas racas, entretanto,
esclarecem que as mesmas representavam o maior numero na populagao

estudada. Destacam ainda que 44 ragas de cdes foram identificadas no




estudo em questéo, e sugerem que o desenvolvimento de tais afec¢des
independe do fator racial.

Kay et al. (1989) referem caes da raca dobermann com altos
indices de lesbes prostaticas. Descrevem ainda que 66% dos animais
avaliados eram de médio e grande porte. Ja Teske et al. (2002)
observaram algum tipo de doenga prostatica em 23 ragas, sendo os das
racas scottish terrier e bernese mountain dog os mais propensos as
afeccdes prostaticas.

A principal caracteristica clinica do aumento de volume
prostatico no cdo é a obstrugdo do intestino grosso, sendo raro o
envolvimento do trato urinario como ocorre no homem (Swinney, 1998).
No entanto, os sinais clinicos relacionados as doengas prostaticas em
cdes variam com o tipo e gravidade da lesdo, mas frequentemente
observam-se: tenesmo, disuria, secrecdo uretral, além de sinais
sistétmicos como febre, depressdo e dor. O animal pode ou nao
apresentar sintomatologia clinica de envolvimento prostatico (Barsanti e
Finco, 1986; Kay et al., 1989; Dorfman e Barsanti, 1995).

Devido a similaridade dos sinais nas diferentes afeccdes e a
possibilidade de ocorréncia concomitante de duas ou mais alteragdes, o
diagnostico destas lesdes torna-se um constante desafio (Barsanti e
Finco, 1992; Krawiec e Heflin, 1992; Muzzi et al., 1999). O quadro 1
apresenta sinais clinicos associados as doencas prostaticas.

Lowseth et al. (1990) justificam que as diferengas nos sinais
clinicos entre humanos e caninos com prostatomegalia baseiam-se na
localizagdo anatdmica deste 6rgdo. Enquanto que na primeira espécie a
prostata esta fixada entre a sinfise pubiana e o reto, comprimindo a
uretra, a segunda nao ¢ fixa e seu crescimento ocorre em varias diregdes,

provocando obstrucao retal e constipacgao.




Quadro 1: Sinais clinicos associados as doencas prostaticas.

Tenesmo Disuria Secrecdao uretral Febre/dor/depressao

Hiperplasia Prostatite bacteriana  Prostatite bacteriana aguda
Cisto Cisto Cisto

Abscesso  Abscesso Abscesso Abscesso

Neoplasia  Neoplasia Neoplasia Neoplasia

Fonte: Barsanti e Finco, 1992.

De acordo com Lepor et al. (1992) e Kurimoto et al. (1998), a
préstata humana tem maior propor¢do de musculatura lisa, sendo que
esta possui a1-adrenoreceptores gerando maior tensdo na presenca de
agonistas a1-adrenérgicos e, talvez por este motivo, os humanos com
HPB desenvolvam obstrugéo urinaria € ndo o cao.

Diante da alta incidéncia de doengas prostaticas no cio, o
exame (palpagdo retal e/ou abdominal) desta glandula deveria ser
realizado rotineiramente como parte do exame clinico geral dos animais, a
fim de determinar um diagnéstico precoce e preciso, assim como
estabelecer prognostico e definir o tratamento adequado para cada caso
(Dorfman e Barsanti, 1995; Souza e Toniollo, 1999; Laufer Amorim et al.,
2002). Ao menos os animais mais velhos devem ser submetidos a
palpacao retal para avaliagdo de tamanho, forma, simetria, superficie,
consisténcia, mobilidade e dor. Os achados variam de acordo com o tipo
de doenca prostatica (Krawiec, 1989; Dorfman e Barsanti, 1995).

Das afecgdes prostaticas do cdo, a hiperplasia prostatica
benigna (HPB) &, sem duvida, a mais freqlente e sera abordada em um
segmento distinto, visto que se trata de uma entidade conspicua, de
grande importancia no contexto prostata, atualmente bem caracterizada,
mas nao cristalizada, portanto constituindo um constante desafio aos que

militam na area de patologia.




|. Prostatites, cistos e metaplasia escamosa

As prostatites bacterianas podem apresentar-se em carater
agudo ou crbénico, sendo o ultimo mais frequente. O principal
microorganismo envolvido € a Escherichia coli, no entanto, outros agentes
também foram isolados. Entre eles destacam-se: Staphylococcus aureus,
Klebsiella spp, Proteus mirabilis, Mycoplasma canis, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp, Streptococcus spp, Pasteurella spp, e
Haemophylus spp. A estreita relagdo anatébmica entre a proéstata, uretra
proximal e bexiga urindria se reflete na elevada frequéncia de infecgdes
envolvendo estas trés estruturas (Vannucchi et al., 1997; Barsanti, 1998;
Johnston et al., 2000).

As vias mais frequentes de infeccéo prostatica bacteriana sao a
ascendente pela uretra e a hematdgena (Barsanti e Finco, 1992). Muito
menos frequentes, mas também possiveis sdao as difusdes renais,
vesicais, testiculares, epididimarias e peritoniais (Rubin, 1990; Rodrigues
et al., 1998). Os achados clinicos incluem letargia, anorexia, secregao
uretral e dor (Feldman e Nelson, 1996).

A prostatite aguda é uma inflamagado focal ou difusa,
supurativa, com acumulo de exsudato nos lumens glandulares, podendo
haver comprometimento do estroma. Processos crbénicos podem se
desenvolver de forma insidiosa e apresentar episodios de inflamacao
aguda. Os abscessos prostaticos compreendem uma forma severa de
prostatite crénica em que quantidades variaveis de exsudato purulento se
acumulam no interior do parénquima glandular, sendo envoltas por uma
capsula de tecido conjuntivo (Rubin, 1990). Nas infec¢des cronicas
agregados de linfocitos, plasmécitos e macréfagos geralmente estdo
presentes no estroma, sendo comum a atrofia da glandula (Ladds, 1993;
Laufer Amorim, 2001; Mahapokai et al., 2001).

As prostatites podem ocorrer de forma isolada ou como

consequéncia de outras afecgdes prostaticas como a HPB, cistos e




neoplasia (Rubin, 1990). No homem identifica-se também a inflamacéao
prostatica ndo bacteriana, que exibe aspecto histopatolégico semelhante
ao observado na prostatite cronica, porém com repetidos cultivos
microbiolégicos negativos (Nickel, 1997).

Assim como Nickel (1997) discorre sobre a base etiolégica das
prostatites bacterianas e nao bacterianas no homem, enfocando fatores
anatbmicos, microbioldgicos e imunologicos, Johnston et al. (2001)
descrevem que o aumento no numero de microorganismos bacterianos na
uretra periprostatica, o decréscimo da imunocompeténcia do hospedeiro,
a presencga de doengas no trato urinario, na prépria prostata e alteragdes
do fluido prostatico sdo alguns fatores predisponentes na determinacao
das prostatites dos caes.

Formacbes cavitarias com parede distinta e contendo fluido
claro em seu interior constituem os cistos prostaticos. Estes sao
classificados em trés tipos: cistos de retengdo ou cistos verdadeiros,
relacionados a obstrucdo de ductos excretores; cistos paraprostaticos,
que se localizam fora do parénquima glandular e com provavel origem em
restos embrionarios dos ductos Mullerianos; e cistos associados a
hiperplasia, geralmente numerosos, pequenos e contidos na estrutura
glandular, sendo os de maior ocorréncia (Ladds, 1993; Johnston et al.,
2001).

A metaplasia escamosa observada na prostata canina € um
fendmeno onde o epitélio glandular é substituido por epitélio escamoso
bem diferenciado. A etiologia desta transformagao celular é atribuida ao
hiperestrogenismo exdgeno ou enddgeno que, além da metaplasia,
também provoca estase secretéria e, juntamente com a lesédo epitelial,
predispdem a formacgédo de cistos de retengao, prostatites e abscessos
(Dorfman e Barsanti, 1995; Vannucchi et al., 1997; Johnston et al., 2001).




II. Neoplasia prostatica

No ambito geral, as neoplasias das glandulas sexuais
acessorias sao raras e ressaltadas com maior freqliéncia em caes adultos
e idosos. Os tipos histolégicos mais comuns compreendem o
adenocarcinoma e o carcinoma indiferenciado (Bell et al., 1991; Ladds,
1993; Waters et al., 1996; Cornell et al., 2000). Weaver (1981) encontrou
3,5% de neoplasias em caes com doencgas prostaticas. No entanto, Bell et
al. (1991) descrevem que a prevaléncia dos carcinomas prostaticos nos
caes mantém-se entre 0,2 e 0,6%.

Em humanos, o carcinoma de prostata é a forma mais comum
de cancer e a segunda causa de Obito dentre as neoplasias (Garnick,
1997; Cotran et al., 1999; Verhagen et al., 2002). Foi descrito que 70%
dos carcinomas prostaticos surgem da zona periférica, na porgao
posterior glandula, o que permite a palpacdo retal (Garnick, 1997; De
Marzo et al.,, 1999). O local especifico de origem das neoplasias
prostaticas no cao ainda nao foi identificado (McEntee et al., 1987).

Com relacdo a idade dos animais com adenocarcinoma
prostatico, Olson et al. (1987) relatam a média de 9,3 anos, variando de
cinco a 13 anos. Aquilina et al (1998) estudaram a prostata neoplasica
canina e obtiveram a média de nove anos. Os dados apresentados por
Bell et al. (1991); Cornell et al. (2000) e Teske et al. (2002), reportam a
média de dez anos com variacdes entre seis e 14 anos.

Na espécie humana a neoplasia prostatica também ¢é
considerada uma doenca senil, sendo a causa mortis de mais de 50% dos
homens acima de 70 anos (Armbruster, 1993). Verhagen et al. (2002)
ressaltam o declinio do numero de casos nos ultimos anos devido ao
advento de marcadores séricos para o cancer prostatico, como o PSA e a
PAP, bem como a informacéao e prevencao junto a populagao.

Metastases dos carcinomas prostaticos sdo observadas em

cerca de 80% dos caes e localizadas preferencialmente nos linfonodos




pélvicos, sistema esquelético e pulmdes (Kozlowski, 1999; Cornell et al.,
2000; Teske et al., 2002). Bell et al. (1991) estudaram o comportamento
biolégico do adenocarcinoma prostatico em animais inteiros e castrados.
Observaram que 89% dos cdes apresentavam metastases e o mais
curioso € que as lesdes pulmonares prevaleceram nos caes
orquiectomizados. Além disso, o tipo histolégico observado com maior
frequéncia foi o adenocarcinoma pouco diferenciado. Diante desses
achados os autores acreditam que o carcinoma prostatico possa ser mais
agressivo nos caninos castrados que nos inteiros.

Da mesma forma Teske et al. (2002) realizaram estudo
epidemiologico com enfoque nos carcinomas prostaticos e descrevem
que o fato mais interessante foi a constatacdo de que 26 dos 56 caes com
neoplasia eram castrados, sendo esses tumores pouco diferenciados e de
comportamento biolégico mais agressivo que aqueles encontrados nos
caes inteiros. Frente ao observado os autores sugerem que a castragao
nao inicia, mas favorece a progressao do processo neoplasico. No que diz
respeito aos humanos, Garnick (1997) cogita a possibilidade de a
vasectomia aumentar o risco de cancer prostatico nesta espécie.

O adenocarcinoma prostatico no cao € insidioso e altamente
agressivo (Bell et al., 1991; Waters et al., 1997). A etiologia € considerada
espontdnea, mas nao ha duvidas quanto ao envolvimento hormonal
(Bonkhoff et al., 1999). Johnston et al. (2000) relatam que a deplecéo
androgena pos-orquiectomia resulta em involugao de lesdes proliferativas
prostaticas benignas, mas nao de carcinomas prostaticos. Swinney (1998)
sugere duas possibilidades etiologicas para a neoplasia prostatica em
cées orquiectomizados: 1) as células envolvidas no tumor sdo horménio-
independentes e 2) as neoplasias sofrem influéncias de horménios
extratesticulares, como os produzidos na adrenal.

Para Mahapokai et al. (2000) o massivo decréscimo no numero
de células epiteliais apds orquiectomizagcdo indica que estas sao

androgeno-dependentes. Em contrapartida, o aumento no numero de




células basais observado na prostata desses animais sugere que 0s
carcinomas prostaticos mais agressivos possam ter origem nessas
células, visto que as mesmas sao androgeno-independentes, sobrevivem
e proliferam ativamente na auséncia de tais horménios.

A avaliagao histopatoldgica sugere que o processo neoplasico
surge de lesdes pré-malignas, como as metaplasias e displasias, onde as
células sofrem alteragdes substanciais, diferindo-as das normais. Essas
alteragdes envolvem mutagdes de genes que controlam o crescimento
celular, permitindo que as células mutantes e suas descendentes
proliferem e dominem a populagéo ao seu redor (Weinberg, 1996).

A fase pré-maligna do adenocarcinoma na prostata humana
corresponde a displasia ducto-acinar ou neoplasia intra-epitelial prostatica
(PIN) (Bowstwick, 1995; Algaba, 1997; Leav et al., 2001). O’Shaughnessy
et al. (2002) definem a PIN como uma lesdo n&o invasiva que possui
anormalidades genéticas, auséncia de controle das fungbes celulares,
algumas caracteristicas fenotipicas de cancer e probabilidade substancial
de progredir para cancer invasivo.

As PIN sao compostas por focos unicos ou multiplos de
proliferagao intra-acinar, com anaplasia nuclear, porém nao ha invasao da
membrana basal. Apresenta crescimento lento, pode submergir a
membrana basal, sendo entdo diagnosticada como cancer. Como este
desenvolvimento pode levar anos, a determinagao da PIN é importante,
pois 0 uso de terapias que revertam a lesdo neste estagio implicaria na
nao progressao do cancer (Bostwick e Brawer, 1987; Bostwick, 1995).

Dentre os aspectos histopatologicos da PIN destacam-se a
hipercelularidade ductal ou acinar e caracteristicas de malignidade, como
perda da polaridade nuclear, aumento nuclear e nucleolar (Waters e
Bostwick, 1997a; Bostwick et al., 2000). Estas lesbes precursoras sao
observadas em mais de 85% dos casos de cancer prostatico e em 43%
de forma contigua as lesdes prostaticas benignas (McNeal e Bostwick,
1986; Bostwick, 1995; Algaba, 1997).




Waters e Bostwick (1997b) observaram uma incidéncia de 55%
de casos de PIN de alto grau em céaes idosos e sexualmente intactos,
sem apresentarem evidéncias clinicas de cancer. Segundo os autores, a
prevaléncia da PIN em céaes, assim como em humanos, € influenciada
pela idade e por andrégenos testiculares. De acordo com Aquilina et al.
(1998), a PIN esta presente em 72% dos animais com adenocarcinoma
prostatico, constituindo a unica espécie nao humana em que a PIN se
desenvolve espontaneamente. Microscopicamente, sao caracterizadas
em baixo e alto grau a depender das alteragbes celulares presentes,
sendo que a relagao direta com o carcinoma prostatico envolve as lesdes
mais severas da PIN de alto grau (Bostwick e Brawer, 1987; Algaba,
1997).

A PIN no cdo e no homem apresenta-se de forma semelhante
no que diz respeito a morfologia, imunofendtipo e associacdo com o
cancer (Waters et al.,, 1998; Bostwick et al, 2000), assim, a prostata
canina pode ser utilizada como padrao para a determinacao dos fatores
que regulam a aparente progressao do epitélio benigno para PIN, e deste
para o carcinoma invasivo (Waters e Bostwick, 1997a e b).

Diversos autores referem a préstata do cdo como modelo
natural para o estudo de doencas deste mesmo 6rgdo em humanos,
especialmente das HPB e neoplasias (Waters e Bostwick, 1997a e b;
Aquilina et al., 1998; Cornell et al, 2000; Leav et al., 2001).
Controversamente, Pylkkdanen et al. (1996) afirmam que a baixa
incidéncia e o longo periodo de laténcia descartam o cao como modelo
pratico para a carcinogénese prostatica. Ja Bostwick et al. (2000)
concordam que a heterogeneidade morfoldgica, desenvolvimento em
idade avangada, focos de PIN, localizagdo anatémica e propensao para
metastases Osseas sao alguns fatores que fazem do cédo a espécie
experimental adequada para o estudo desta afec¢ado no homem.

Apesar de o adenocarcinoma da préstata canina nao ser tao

comum quanto no homem, esta lesdo é extremamente rara em qualquer




outra espécie animal (Lowseth et al., 1990; Karr et al., 1995; De Marzo et
al., 1999; Cornell et al., 2000; Coffey, 2001). De acordo com Lehr et al.
(1998), os fatores etiolégicos responsaveis pelo cancer prostatico canino
sd0 0s mesmos que para os humanos. E importante ressaltar que,
embora muitos eventos similares possam estar presentes na patogenia do
cancer prostatico e da HPB, néo é provavel que esta seja uma lesao pré-
neoplasica (Griffiths et al., 1991; De Marzo et al., 1999).

Garnick (1997) apresenta dados epidemiolégicos do cancer
urolégico nos americanos, apontando a dieta e a ancestralidade africana
como fatores de risco para o desenvolvimento de tumor prostatico. Por
outro lado, Bostwick et al. (2000) ressaltam alguns consensos sobre a
neoplasia prostatica humana: a notoéria influéncia androgénica e
estrogénica na patogenia do processo, a caracteristica androégeno-
independente de alguns tumores, o comportamento insidioso com longo
periodo de laténcia e o alto indice metastatico dos tumores prostaticos.

Embora a etiologia da carcinogénese prostatica na espécie
canina ndo seja definida, sabe-se que apenas o componente hormonal
androgeno néo é suficiente para desencadear o processo. O fato é que os
tumores de origem prostatica séo lesdes proliferativas de animais senis e
de maior ocorréncia em caes de médio e grande porte (Weaver, 1981;
Bell et al., 1991; Swinney, 1998). O progndstico ruim associado a
neoplasia prostatica canina pode ser atribuido, em parte, ao diagndstico
tardio, uma vez que o uso de marcadores bioquimicos séricos nesta
espécie, como o PSA, ndo esta disponivel (Waters e Bostwick, 1997a;
Swinney, 1998; Souza e Toniollo, 2001).




lll. Hiperplasia Prostéatica Benigna (HPB)

A HPB €& um aumento espontaneo da prostata induzido por
horménios, frequente em cées adultos e idosos, sendo considerada a
alteracdo mais comum da préstata canina, visto que cerca de 100% dos
caes adultos inteiros desenvolvem evidéncias histologicas de hiperplasia
com o avangar da idade (Lowseth et al., 1990; Barsanti, 1999; Johnston et
al., 2000; Teske et al., 2002). O o6rgao hiperplasico pode variar de
pequeno e fibromuscular a uma glandula grande com Iumen cistico
(Weijers et al., 1997).

De acordo Olson et al. (1987) 80% dos caes inteiros e acima
de oito anos de idade apresentam HPB. Em humanos, a HPB foi
observada em 50% de homens com cinquenta anos de idade e em 90%
daqueles octogenarios (Shapiro et al., 1997). Da mesma forma, Griffiths et
al. (1991) descrevem que raramente ocorre aumento da glandula devido a
hiperplasia antes dos cinquenta anos de idade.

Em cées da raca beagle, a HPB esta presente em 40% dos
animais com 2.5 anos de idade, em mais de 80% daqueles com mais de
seis anos e em cerca de 95% dos com mais de nove anos (Barsanti e
Finco, 1992). Segundo Cotran et al. (1999), aproximadamente 20% dos
individuos com quarenta anos, 70% daqueles com sessenta e 90% dos
com setenta anos apresentam HPB.

A maioria dos caes afetados nao apresenta sinais clinicos
(Chew, 1997; Jones et al., 2000; Teske et al., 2002). Quando presentes,
0S mais comuns sdo secregao uretral hemorragica, hematuria, e/ou
dificuldade de defecacdo. A palpacdo a prostata mostra-se indolor ou com
sensibilidade dolorosa quando associada a prostatite, simetricamente
aumentada e de consisténcia variavel. A urina e o sémen s&o normais ou
contém sangue (Rogers et al., 1986; Barsanti, 1999; Jones et al., 2000).

No homem, a relagdo entre o aumento de volume da glandula e

a manifestagdo de sintomas é variavel, pois alteragdes no interior da




gléandula podem levar a obstrugdo uretral na auséncia de um aumento de
volume generalizado (Wilson, 1980). Shapiro et al. (1992b) demonstraram
que o tamanho da glandula ndo esta relacionado com a severidade da
sintomatologia clinica nos pacientes com HPB e que a prevaléncia da
hiperplasia histolégica excede a clinica (sintomatica).

Varios estudos tém sido realizados na tentativa de elucidar
completamente a patogenia da HPB, entretanto, seu real mecanismo de
formagdo permanece indeterminado. Trés caracteristicas s&o bem
definidas. Primeiro; o crescimento da préstata € mediado por horménios
testiculares, ndo sendo observada hiperplasia espontdanea apods a
castracdo. Segundo; é amplamente aceito que o processo hiperplasico
acomete individuos idosos, entretanto, mesmo que as manifestacdes da
doenca apresentem-se tardiamente, o processo ter se iniciado muitos
anos antes. Terceiro; ha uma especificidade marcante em relagdo as
espécies acometidas, pois apenas o cdo e o homem desenvolvem a
doencga. Tal fato indica diferengas importantes na fisiologia prostatica
dessas duas espécies em relagao as outras, que devem ser fundamentais
para o desenvolvimento da HPB (Wilson, 1980; Klausner et al., 1994).

A HPB tanto no cdo quanto no homem relaciona-se
diretamente com a testosterona, a diidrotestosterona (DHT) e o estrogénio
(Lowseth et al., 1990; Dorfman e Barsanti, 1995; Murakoshi et al., 1998a).
Ziada et al. (1999) representam os poucos pesquisadores que listam
outros fatores predisponentes ao desenvolvimento da HPB, sendo
considerado a raga, etnia, histérico familiar, tabagismo, dieta e doencgas
cronicas como hipertensdo e diabetes. A hiperplasia prostatica também
nao € observada em homens castrados jovens, bem como em pacientes
pseudo-hermafroditas, nestes devido a deficiéncia de 5o redutase e
insensibilidade a andrégenos (Bartsch et al., 1987).

O desenvolvimento espontadneo da HPB no cdo e no homem é
similar em alguns aspectos, entretanto, difere em outros, visto que no cao

o aumento de volume tende a ocorrer externamente, a hiperplasia é




predominantemente glandular e envolve o 6rgado de forma difusa. Ja no
homem o aumento ocorre na regido junto a uretra e o componente
tecidual proliferado de forma abundante é o estromal (Wilson, 1980).

Quanto ao aspecto histologico da HPB, De Klerk et al. (1979)
observaram que dois tipos podem ser reconhecidos na préstata canina:
glandular e cistico. O glandular caracteriza-se por projecdes elaboradas
de epitélio hipertrofico e hiperplasico em diregdao ao lumen, gerando
aumento do acino como um todo. Na forma cistica observa-se epitélio
hiperplasico do tipo cubico, com formagdo de grandes cavidades e
acréscimo na relagao estromal/epitélio.

A HPB humana é nodular e envolve varios tipos celulares
(células musculares lisas, fibroblastos, e epitélio glandular). A acédo se
inicia pela proliferagdo de fibroblastos com posterior envolvimento dos
demais elementos celulares. Ao final do processo os nédulos apresentam
arquitetura tecidual variada, sendo comum a observagcdo de areas
arranjadas de maneira distinta na mesma glandula (Wilson, 1980).

Bartsch e Rohr (1980) estudando a composi¢ao histolégica de
prostatas caninas e humanas normais e hiperplasicas observaram que na
humana normal o estroma representa 50% da gléandula, enquanto na
hiperplasica constitui 60% do total. Em contrapartida, a préstata canina
normal era composta por 38% de tecido intersticial, enquanto na
hiperplasia apenas 25% da glandula continha este componente.

Controversamente, a analise morfométrica de tecido prostatico
de caes beagle realizada por Lowseth et al. (1990), indica que similar as
alteragdes observadas em humanos, a prostatomegalia é devido
inicialmente ao aumento do volume absoluto do tecido intersticial e que o
componente epitelial ndo contribuiu para o aumento observado. Também
Lepor et al. (1992) mensuraram a quantidade de musculo liso presente no
tecido prostatico canino e obtiveram o percentual de 17,6%, com maior

concentragédo nas porgdes anterior e posterior da glandula.




Por outro lado, a auséncia de células musculares lisas ativadas
na HPB canina espontanea ou experimentalmente induzida, foi
considerada por Bruengger et al. (1983) uma diferenga importante entre a
doenca nesta espécie e no homem, limitando o uso do cdo como modelo
experimental para o estudo da etiologia da HPB humana, sendo esta uma
doenga primariamente estromal. Como Bartsch e Rohr (1980), Wilson
(1980) assume que o modelo é valido quando fundamentado no aspecto
endocrino da patogenia do processo, que € similar, mas considerando
que as diferengas histoldégicas tenham um papel secundario.

Para Tunn et al. (1980) e Zirkin e Strandberg (1984), a
prostatomegalia esta relacionada ao aumento dos componentes epitelial,
estromal, assim como com o aumento no tamanho das células epiteliais
(Murakoshi et al., 1998b; Barsanti, 1999; Johnston et al., 2001). Sabe-se
também que esta glandula é produtora do maior volume de ejaculado e
que alteragbes no tamanho da préstata podem refletir neste volume
(Brendler et al., 1983; Purswell et al., 2000).

Pesquisas contemporaneas em relacgdgo a HPB canina
concordam que dois padrdes histolégicos sao identificados, denominando
de hiperplasia glandular o processo qualificado por aumento simétrico da
préstata, onde apenas células secretoras estao proliferando; e de
hiperplasia complexa quando caracterizado por aumento assimétrico da
glandula, com areas de hiperplasia glandular intercaladas com focos de
atrofia. Os elementos estromais sao proeminentes, principalmente em
areas atroficas. Freqlientemente observam-se acinos dilatados, cisticos e
preenchidos por material eosinofilico. Inflamag&o crénica e metaplasia
escamosa podem estar presentes. Este segundo tipo é tipicamente
observado em animais com mais de cinco anos de idade (Juniewicz et al.,
1994; Klausner et al., 1994; Johnston et al., 2000).

Siegel et al. (1990) obtiveram prostatas de pacientes
submetidos a prostatectomia radical para avaliacdo morfométrica. Na

média, a area glandular contribuiu para 18% do tecido hiperplasico, sendo




que os componentes fibroso, muscular e vascular representaram, 58% do
total. O restante (24%) correspondia a edema, infiltrado inflamatério,
nervos, linfaticos e outros tecidos. Resultados similares apontando a HPB
humana como uma doenca fundamentalmente estromal foram
encontrados por Bartsch et al. (1987), Shapiro et al. (1992a e b), Deering
et al. (1994), Ishigooka et al. (1996) e Zlotta et al. (1996).

McNeal e Bostwic (1986) e Olson et al. (1987) ressaltam que
em humanos a HPB é caracterizada por hiperplasia do estroma no tecido
periuretral e no cédo ela é difusa. Ja Deering et al. (1994), enfatizam que
nao existe concordancia se o aumento de volume prostatico € devido ao
envolvimento epitelial ou do estroma, havendo trabalhos que indicam a
hiperplasia do estroma e outros da gléandula.

O fato é que o envolvimento destes componentes pode estar
relacionado a idade do animal, pois em caes jovens, com cerca de 2,5
anos, esta alteragao tem maior envolvimento glandular, enquanto que em
animais com mais de cinco anos, ainda que nao predomine, O
envolvimento estromal € marcante, geralmente associado a inflamagéao
cronica (Klausner et al. 1994; Barsanti, 1999; Laufer Amorim, 2001).

A variedade de alteragbes que se manifestam em uma mesma
préstata pode contribuir para as divergéncias na bibliografia em relacéao a
ocorréncia de hiperplasia estromal. Ainda, a inflamag¢do que usualmente
acompanha o processo, demonstra que este complexo envolve diversas
alteragdes na arquitetura normal da glandula (Metten, 1978 apud Olson et
al., 1987).




e Testosterona, diidrotestosterona, estrogeno e outros
fatores envolvidos na patogenia da HPB

Em relagédo aos fatores hormonais envolvidos na patogenia da
HPB, sabe-se que a testosterona, produzida nos testiculos, € o principal
androgeno circulante do organismo, e da origem a outros dois horménios:
a DHT e o 17p estradiol, sendo todos abarcados no estabelecimento do
processo (Klausner et al., 1994). Estudos sobre a dinamica dos
hormonios envolvidos no desenvolvimento prostatico normal, assim como
nas alteragdes celulares do tecido hiperplasico tém sido importantes na
compreensao de alguns fenbmenos hormonais concernentes a HPB.

A diferenciagdo da prostata durante a embriogénese, o
crescimento da glandula até a maturidade sexual e a formacédo da
secregao prostatica no individuo adulto, estdo sob controle de andrégenos
testiculares (Wilson, 1980; Johnston et al., 2001). Tais fatores aliados ao
fato da HPB ndo ocorrer em homens ou cées castrados antes da
puberdade, levam a crer que estes hormébnios tém um papel
inquestionavel na patogenia do processo (Wilson, 1980).

A DHT é um metabdlito da testosterona circulante e mediador
do crescimento prostatico, sintetizado na préostata pela agado da enzima 5a
redutase tipo 2. Esta enzima esta localizada principalmente nas células
estromais e pode atuar de forma autocrina ou paracrina nas ceélulas
epiteliais glandulares. Em ambos os tipos celulares, a DHT liga-se a
receptores androgénicos nucleares que sinalizam a transcrigdo de fatores
de crescimento mitogénicos para as células epiteliais e estromais (Figura
4). Ainda, a testosterona pode ligar-se diretamente a estes receptores e
estimular o crescimento celular, entretanto, a DHT é dez vezes mais
potente em promover a transcricdo de fatores de crescimento por
dissociar-se mais lentamente dos receptores nucleares (Klausner et al.,
1994; Cotran et al., 1999; Johnston et al., 2001).
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Figura 4: Mecanismo de acdo da testosterona e DHT na promocao do
crescimento e divisdo celular das células estromais e epiteliais da préstata
(adaptado de Cotran et al., 1999). Testosterona (T,4), diidrotestosterona (DHT),

receptor nuclear androgénico (RA), fator de crescimento (FC).

A DHT ¢é citada como horménio chave na promog¢ao da HPB e
tal apontamento tem suporte clinico, visto que a administragdo de
inibidores da 5a redutase leva a reducéo dos niveis de DHT e do volume
prostatico (Johnston et al., 2000; Steers, 2001; Gobello et al., 2002).
Porém, pelo fato de nem todos os pacientes humanos se beneficiam
deste tratamento e pelo certo envolvimento de outros fatores na patogenia
da doenca, diversos autores sugerem uma etiologia heterogénea para a
HPB (Wilson, 1980; Grayhack et al., 1998; Cotran et al., 1999). Quanto a
T4, Juniewicz et al. (1993) obtiveram nivel sérico normal em cées adultos
inteiros com HPB.

Para os que militam nesta area nao € novidade o envolvimento
hormonal na génese da HPB, visto ja que em 1975, Lloyd et al.
compararam as concentracoes sérica e tecidual de estradiol e
andrégenos em caes saudaveis e em outros apresentando HPB. As
concentragcbes de T4 tanto no plasma quanto nas glandulas prostaticas

nao mostraram diferenga entre os dois grupos de animais. A DHT, como




em humanos, apresentou-se elevada no tecido prostatico de caes com
HPB, porém nao se conhecia a relacdo entre altos niveis de
diidrotestosterona e esta afecgdo. As medigbes referentes ao 17f
estradiol demonstraram altas concentragdes sérica e tecidual no grupo
com hiperplasia. No estudo realizado por Lowseth et al. (1990) também
nao foi observada relacdo da HPB com niveis séricos de T.

Isaacs (1983) observou um aumento significante nas diversas
atividades responsaveis pela producdo de DHT na prostata de cides com
HPB, sendo que este aumento ndo foi acompanhado de acréscimo
concomitante nas atividades que lisam este esterdide. Também Ewing et
al. (1983), baseados em hipoteses anteriores de que a HPB no cao
estaria associada ao acumulo deste andrégeno na glandula (Meikle et al.,
1981), estudaram sua concentragdo em tecido prostatico de caninos
portadores de HPB espontanea. Surpreendentemente ndo encontraram
diferengas estatisticas significativas (p>0.25) na concentracdo de DHT
entre tecido prostatico histologicamente normal e aqueles com HPB
espontanea.

Por outro lado, Cochran et al. (1981) avaliaram os niveis de
androgenos e E; no soro de cdes jovens sem hiperplasia e jovens ou
idosos com HPB, sendo que obtiveram diferentes perfis séricos para
esses animais. No que concerne a T4, esta tende a diminuir nos idosos, ja
a DHT e o E; apresentam relagdo inversa nos caes jovens e senis com
HPB, caracterizados por aumento de DHT e queda de E;, nos jovens, e
aumento de E; e reducédo de DHT nos idosos. Para Brendler et al. (1983)
ocorre um decréscimo relativo na propor¢gao andréogeno/estrégeno, como
resultado de modesta diminuicdo androgénica sem modificagbes
estrogénicas, culminando com a HPB. Ja Kawakami et al. (2001)
observaram queda da testosterona e aumento do estrégeno nos animais
com HPB.

O estudo liderado por Poulet (1985) relacionando a evolugéo

prostatica com a idade do cao, ressalta que a atividade funcional das




células prostaticas depende da 5o DHT e que o acumulo deste horménio
pode conduzir a hiperplasia. Este aumento seria causado por alteragoes
na atividade de enzimas, acompanhado do acréscimo de receptores de
androgénio. Sendo assim, a causa da hiperplasia prostatica reside nas
proprias células da glandula. Da mesma forma Olson et al. (1987),
reportam que apesar do nivel circulante de testosterona poder estar
diminuido no soro de cies idosos que apresentem HPB, a concentracao
de DHT esta aumentada no tecido hipertrofiado ou hiperplasico.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, Juniewicz et al. (1994)
mensuraram T4, DHT e E; nas formas sérica e prostatica em caes intactos
e com reposigao androgena pds orquiectomia, com o objetivo de avaliar a
evolucdo da prostata na presenca e auséncia testicular, respectivamente.
Os resultados mostraram que 100% dos animais inteiros desenvolveram
HPB complexa, e, independente do protocolo utilizado para a reposicao
hormonal pds-orquiectomia, o percentual maximo de préstatas com
hiperplasia foi de 66%. Os autores concluiram que a auséncia testicular
reduz a probabilidade de HPB, mesmo na vigéncia de reposicao
androgena. Observaram ainda que a HPB glandular foi o tipo histolégico
mais frequente nos animais castrados e a atrofia da glandula chegou a
67% no grupo de animais esterilizados e com reposi¢cao hormonal tardia.

Ha mais de vinte anos, pesquisadores procuram esclarecer a
patogenia exata da HPB e existem evidéncias de que a hiperplasia
mediada pela DHT é auxiliada pelo estrogénio (Ez). Um fato importante
que reforca essa idéia € o desenvolvimento experimental de HPB em
caes jovens castrados, induzida por altas doses de androgenos e 178
estradiol (Walsh e Wilson, 1976; Griffiths et al., 1991; Winter et al., 1995;
Juniewicz et al., 1994; Mahapokai et al., 2001; Coffey, 2001).

Segundo Lee et al. (1997), receptores de estrogénio
localizados principalmente nas células estromais prostaticas em
associagao com outros hormdnios esterdides ligados a globulina (SHBG),

aumentam em oito vezes a producao de adenosina monofosfato, enzima




essencial no processo de ativagao e agao dos andrégenos. Aliado a isso,
os autores ainda relatam que o estrogénio estimula a proliferagcdo de
células epiteliais através da sintese de um fator de crescimento
semelhante a insulina. Nao ha informacdes em relagdo ao estimulo de
proliferacdo direto do estrogeno sobre as células epiteliais (Figura 5). Da
mesma maneira, Cotran et al. (1999) referem que a progressao da idade
no homem leva ao aumento no nivel de E; e este estimula a proliferagcao
de receptores de androgenos, tornando as células prostaticas mais

susceptiveis a acdo da DHT com consequente proliferacdo das mesmas.

Célula estromal Célula epitelial

Agido direta
sobre a célula
epitelial 77

*AMP - Adenosina monofostato
**FCSI - Fator de crescimento semelhante a insulina

Figura 5: Mecanismo de acdo estrogénica na promocdo do crescimento e
divisdo celular das células estromais e epiteliais da prostata. Estrégeno (E.),
horménios esterdides ligados a globulina (SHBG), testosterona (T,),
diidrotestosterona (DHT), adenosina monofosfato (AMP), fator de crescimento

semelhante a insulina (FCSI).

Além de contribuir para o desenvolvimento da HPB,
sensibilizando a préstata para androgenos (Walsh, 1988; Griffiths et al.,
1991; Souza e Toniollo, 1999), sabe-se que os estrogenos alteram o
metabolismo esterdide aumentando a formagao de DHT na prostata e
estimulam o crescimento de musculatura lisa, assim como a sintese de

colageno estromal e a metaplasia escamosa do epitélio (Ewing et al.,




1983; Poulet, 1985; Bartsch et al., 1987; Walsh, 1988; Klausner et al.,
1994; Epstein, 1997). De acordo com Coffey (2001) o estrogeno ainda
diminui a taxa de apoptose, induz a inflamagao, bloqueia a funcgao
secretora epitelial e oxida danos ou adiciona adutos ao DNA das células
prostaticas. Outro papel dos estrégenos no desenvolvimento da HPB esta
associado a producdo de radicais livres, resultado do metabolismo
estrogénico, que causam lesbdes nas células prostaticas seguidas por
estimulo de crescimento pela DHT (Winter e Liehr, 1996).

Souza e Toniollo (1999) mensuraram os niveis séricos de T4 e
17p estradiol e correlacionaram com o volume prostatico e a idade dos
animais. Utilizaram 45 cées inteiros entre um e 11 anos e observaram que
os valores médios de T4 tendem a maiores concentragdes a partir dos
seis anos de idade, no entanto, ndo observaram diferenca estatistica
significante quando comparado a idade. Para a variavel E, encontraram
diferenca significativa no grupo de animais com idade entre sete e 11
anos, sendo que estes apresentaram altos niveis de E; e volume
prostatico maior. Para os autores, caes com T4 em nivel normal ou
aumentado e com aumento de E, podem apresentar HPB, concordando
com Klausner et al. (1994) que relatam a agao anti-apoptética do E,, além
do estimulo sobre os receptores androgénicos ja citado anteriormente.

Schatzl et al. (2001) descrevem que pacientes com HPB
apresentam altos niveis séricos de T4 e E» quando comparados aos
individuos com carcinoma prostatico. Embora a patogenia da HPB néo
esteja completamente elucidada, Lee et al. (1997) sugerem uma lista de
fatores etiolégicos de origem extrinseca e intrinseca (Quadro 2), a qual
envolve multiplas causas citadas de forma isolada ou conjuntamente por

diversos autores em outras ocasioes.




Quadro 2: Fatores etiolégicos extrinsecos e intrinsecos da HPB.

Fatores extrinsecos

o Fatores testiculares
(Androgenos e estrogenos)

° Fatores somaticos

(Hormdnios nao testiculares, neurotransmissores, linfécitos, macréfagos)
° Fatores ambientais

(Fatores dietéticos, microorganismos)

° Predisposicédo genética

Fatores intrinsecos

. Interacéo epitélio-estroma
Fonte: Lee et al., 1997

Uma das teorias em relacdo a patogenia da HPB sugere
desequilibrio entre proliferacdo e morte celular, causado por fatores
hormonais, fatores de crescimento e oncogenes (Klausner et al., 1994;
Ziada et al., 1999). No que diz respeito aos fatores de crescimento, dois
deles sdo de grande importancia no entendimento do crescimento
prostatico: o fator de crescimento de ceratindcitos (KGF) e o fator de
crescimento transformante 3 (TGF B) (Ittman e Mansukhani, 1997; Janulis
e Lee, 1999; Niu et al., 2003).

O KGF é um fator mitogénico e estd predominantemente
localizado nos fibroblastos. O TGF B € um potente inibidor do epitélio
prostatico, induzindo a apoptose e esta presente nas células musculares
lisas. Portanto, ambos estdo presentes no componente estromal
prostatico. As células epiteliais da prostata possuem receptores para
estes dois fatores de crescimento indicando que na glandula normal este
mecanismo esta em harmonia (Figura 6) (Janulis e Lee, 1999; Niu et al.,
2003). Ishizaka et al. (1999) ainda relatam as endotelinas como potentes
mitdgenos do tecido prostatico, mas com localizagdo e agao autdcrina e
paracrina nas células epiteliais prostaticas.

A ordem inversa de estimulo (célula epitelial - célula estromal)

que determinaria a proliferacao estromal € menos controlada por sinais do




epitélio adjacente, que participa no controle da diferenciagdo de
fibroblastos ou de células musculares lisas do estroma. Os fatores de
crescimento liberados pelas células epiteliais, associados a fatores
autécrinos das células estromais e sistémicos, podem ser a base para o
crescimento estromal excessivo nas HPB (Lee et al., 1997; Janulis e Lee,
1999).

Célula Célula
estromal epitelial

Inibe
proliferagao

Estimuda
proliferagdo

Figura 6: Mecanismo de interagdo entre epitélio e estroma na proliferacdo
epitelial prostatica. Fatores de crescimento como o fator de crescimento de
ceratinécitos (KGF) e o fator de crescimento transformante g (TGF f) estimulam
e inibem a proliferacdo celular epitelial prostatica, respectivamente (Laufer
Amorim et al., 2002).

O desequilibrio nos niveis de androgenos prostaticos altera a
interagdo entre epitélio e estroma, visto que as células epiteliais
respondem a estimulos de fatores de crescimento produzidos pelas
estromais. Esta alteracdo pode resultar em um descontrole na
proliferagdo, migragdo e morte celular, tornando-se um dos fatores que
contribuem no desenvolvimento da HPB (Janulis e Lee, 1999; Niu et al.,
2003).

Embora a HPB esteja tipicamente associada a proliferacéo de

células epiteliais, pode também ser evidenciada pela diminuigdo da taxa




de morte celular. Células prostaticas normais proliferam, diferenciam-se e
morrem, mas se a diferenciagao for bloqueada, segue-se uma diminuigao
da taxa de morte celular. Dando suporte a esta hipétese, Klausner et al.
(1994) observaram que a sintese de DNA e a taxa de renovacéo celular
estavam diminuidas em caes com HPB experimental.

Além do crescimento de elementos celulares, deve-se levar em
consideragdao a proliferacdo de matriz extracelular em glandulas
hiperplasicas. A exemplo do homem, Mariotti et al. (1982) notaram que o
cao desenvolve hiperplasia verdadeira, representada pelo crescimento
anormal de componentes celulares, bem como da matriz extracelular
(matriz colagena), considerando a espécie canina um modelo util no
estudo das alteragdes proliferativas da prostata humana.

O papel das células basais na HPB n&o é ainda bem definido,
entretanto sabe-se que sua presenca € um dos fatores que determinam a
benignidade do processo (Cavalcante e Alves, 1999). Varias linhas de
pesquisa sugerem que as células secretoras se originam das basais.
Reforcando esta hipotese, estudos imunoistoquimicos mostraram que a
maior taxa de proliferacdo no epitélio de préstatas normais esta entre
células basais (De Marzo et al., 1999).

Testando a hipotese de envolvimento dessas células na
génese da HPB e da neoplasia prostatica em cées, Leav et al. (2001)
encontraram duas populagdes de células basais biologicamente distintas
e concluiram que HPB e o carcinoma prostatico tém relagao direta com as
células basais acinares e células do epitélio ductal, respectivamente.

De acordo com Dorfman e Barsanti (1995) a patogenia exata
da HPB nao esta totalmente delineada, porém a esterilizacédo ou a terapia
com estréogenos aparentemente previne o desenvolvimento da
hiperplasia. Pesquisas recentes reconhecem a agao atréfica do estrogeno
em baixas doses sobre a préstata hiperplasica, no entanto apontam os
potentes efeitos colaterais como a hipoplasia medular, anemia aplastica,

hemorragias, metaplasia escamosa e proliferagdo do estroma




fibromuscular. Atualmente, horménios progestagenos tém sido utilizados
com maior eficacia e margem de seguranga na regressdo do volume
prostatico em caes com HPB (Bamberg-Thalén e Linde-Forsberg, 1992;
Murakoshi et al., 1998b; Barsanti, 1999; Murakoshi et al., 2000).

O uso de inibidores de 5a redutase ou combinagdo de
inibidores de 5a redutase com antagonistas de receptores de andrégenos
levam ao decréscimo na formag¢ao de DHT no tecido prostatico, obtendo-
se diminuicdo no componente glandular de préstatas caninas normais e
hiperplasicas, assim como no componente estromal de prostatas
hiperplasicas. (Juniewicz et al., 1993; Laroque et al., 1995; Steers, 2001).

O diagnostico definitivo da HPB é determinado através da
biopsia, entretanto, o tratamento pode ser instituido se o diagndstico
presuntivo for instituido em caes sintomaticos. Para tanto se deve avaliar
o histérico do animal, realizar um exame clinico completo e requerer
exames complementares como: exame hematoldgico, urinalise, cultura da
urina, analise do fluido prostatico, radiografia abdominal e ultra-
sonografia. Pelo fato de a maioria das alteragbes prostaticas estarem
acompanhadas da hiperplasia em animais velhos, pode ser dificil a
distincdo entre elas (Rogers et al., 1986; Barsanti, 1999; Muzzi et
al.,1999).




C) Diagnostico e avaliacéo das lesdes prostaticas

|. Palpacéao retal, exames de imagem, citologia e biopsia

Dados do histdrico e sinais clinicos apresentados pelo animal,
associados aos obtidos na palpagao retal podem ser suficientes para o
diagnodstico de algumas alteragdes, contudo outras técnicas podem ser
Uteis e necessarias para o diagnostico definitivo, entre elas: exames
radiolégicos, avaliagdo do plasma seminal, wurindlise, cultura
microbioldgica de urina ou sémen, avaliagado bioquimica e hematoldgica,
ultra-sonografia, citologia aspirativa e biopsia (Barsanti et al., 1980;
Barsanti e Finco, 1984; Rogers et al., 1986; Muzzi et al., 1999).

Feldman e Nelson (1996) e Chew (1997) relatam que a
palpacao retal deve ser o ponto inicial na avaliagdo de caes com suspeita
de doenga prostatica. Alteracdbes na morfologia, simetria, contorno,
consisténcia, mobilidade, localizacdo e sensibilidade a manipulagéo sao
critérios importantes no diagndstico diferencial das lesbes que podem
acometer a glandula (Barsanti e Finco, 1992; Dorfman e Barsanti, 1995).

Caes com mais de quatro anos de idade devem ser
examinados por palpagdo retal, mesmo aqueles castrados, pela
possibilidade de apresentarem neoplasia prostatica. Krawiec (1994)
ressalta que nem sempre a neoplasia prostatica estad relacionada a
prostatomegalia e a glandula pode demonstrar tamanho normal, porém, a
palpacao apresentar-se-a firme e assimétrica.

A radiografia abdominal confirma o aumento de volume
glandular com deslocamento dorsal do célon e cranial da bexiga
(Barsanti, 1999; Jones et al., 2000), no entanto, Ruel et al. (1998) referem
que o0 acesso clinico ao volume prostatico no cao, utilizando o raio-X
abdominal é impreciso e subjetivo.

O uso do ultra-som permite a mensuragao prostatica, avaliagao

do parénquima, estreita as possibilidades diagnosticas e auxilia na




execugao da biopsia e exame citologico (Feeney et al., 1989; Kay et al.,
1989; Burk e Ackerman, 1996; Muzzi et al., 1999), caracterizando uma
ferramenta util no direcionamento do diagndstico e do progndstico (Cartee
e Rowles, 1983; Atalan et al.,, 1999b). Embora a ultra-sonografia
demonstre-se util, a lesdo especifica ndo pode ser determinada, sendo
recomendada a realizagdo de biopsia e coleta de fluido dos cistos
prostaticos (Feeney et al., 1989; Kay et al., 1989; Burk e Ackerman, 1996;
Muzzi et al., 1999).

Aspiracao por agulha fina e biopsia determinam o diagndstico
morfolégico das lesdes prostaticas, podendo ser realizadas via
transabdominal ou periretal (Barsanti e Finco, 1992). Amostras para
avaliagcdo citologica da prostata sdo obtidas por lavado prostatico,
ejaculado e aspiragdo. O diagnostico diferencial entre as afecgdes
prostaticas € embasado nas caracteristicas celulares pertinentes a cada
lesdo desenvolvida pela glandula (Burkhard e Meyer, 1996).

Barsanti et al. (1980) realizaram biopsia e CAAF da prostata
em caes adultos normais, a fim de estabelecer um padrdo morfolégico
normal para que servisse de base nas interpretacdes das alteragoes
prostaticas. Apds a biopsia ndo foram observados sinais de inflamacéao e
as unicas complicagdes foram hematuria por menos de quatro dias e
hemorragia periprostatica moderada, notadas na necropsia dos animais.

A citologia ou a biopsia prostatica sdo exames essenciais para
o avango no diagnéstico e prognéstico das doengas prostaticas
(Rodrigues et al., 1998). Como contra-indicagao, pacientes com suspeita
de abscesso ou infeccdo aguda nd&o devem ser puncionados ou
biopsiados devido ao potencial de disseminagao da infeccio pelo trato da

agulha e peritonite (Dorfman e Barsanti, 1995; Rodrigues et al., 1998).




Il. Fosfatase acida prostatica (PAP) e antigeno prostatico
especifico (PSA)

Marcadores biolégicos sao substancias produzidas por tecidos
normais e alterados que podem ser utilizadas no diagnéstico de afecgdes
do tecido em questdo (Gobello et al., 2002). A gléandula prostatica de
humanos secreta inumeras glicoproteinas. Duas delas, a fosfatase acida
prostatica (PAP) e o antigeno prostatico especifico (PSA), tém sido
utilizadas no diagndstico de afecgdes prostaticas, determinagdo da
extensdao da doenca, monitoramento da resposta terapéutica e deteccao
de recidivas (McEntee et al., 1987; Souza e Toniollo, 2001).

O primeiro marcador de tumor em oncologia moderna foi a
fosfatase acida que se apresentava aumentada no soro de pacientes
humanos com carcinoma prostatico metastatico. Desde entdo, tém-se
mostrado que a atividade da PAP apresenta-se elevada no soro de
pacientes com doenga extra prostatica, ndo sendo, portanto, um marcador
que deva ser utilizado isoladamente como meio diagnostico para as
lesbes da prostata (Alivizatos et al., 1992; Bostwick, 1994).

Como na glandula prostatica de humanos, a secregdo de
fosfatase acida no cao é horménio dependente e apresenta variagbes
consideraveis com a idade (Souza, 1998). Alteragdes quantitativas desta
enzima S30 menos pronunciadas na espécie canina, pois a sua
concentracéo € menor que em humanos (Aumdller et al., 1987).

Em oncologia, a avaliagdo de marcadores que refletem a
atividade biologica dos tumores prostaticos associada a palpagéao retal,
auxilia na escolha e monitoramento do tratamento (Lewenhaupt et al.,
1990; Souza e Toniollo, 2001). Ainda, Corazza et al. (1994), relatam que
estes marcadores bioquimicos devem permitir ao clinico diagnosticar
precocemente as neoplasias, diferenciando-as da HPB, além de monitorar

a eficiéncia da terapia para o cancer.




Em humanos, altas concentracbes de PAP no soro indicam
adenocarcinoma prostatico que esta crescendo ativamente e causando
metastases, especialmente em ossos e linfonodos. Porém, a PAP nao é
considerada um marcador prostatico especifico, pois se apresenta
aumentada em tumores do trato gastrointestinal, nas HPB, prostatites,
apos cateterizagdo da uretra e massagem prostatica (Corazza et al.,
1994). Segundo Weaver (1981) a mensuragao sérica da PAP em céaes
nao demonstra valor diagnostico para neoplasia prostatica nesta espécie.

A fim de estudar o comportamento da PAP, fosfatase acida nao
prostatica (PAPN) e fosfatase acida total (PAT), Corazza et al. (1994)
determinaram os valores séricos destes marcadores em caes-controle e
com doengas prostaticas. Em caes adultos saudaveis as concentragdes
séricas de PAT e PAP aumentavam com a idade. Da mesma forma, os
niveis de PAP apresentavam-se aumentados em cdes com HPB e,
naqueles com cancer de préstata (CP), estes valores encontravam-se
ainda mais elevados, firmando a dosagem da PAP um importante método
diferencial entre as HPB e os CP. Em contraposicdo, Bell et al. (1995) e
Gobello et al. (2002) afirmam que concentragdes de fosfatase acida nos
animais normais nao diferem das demais afec¢des da préstata.

No que reporta ao PSA, apds ser sintetizado pelas células
epiteliais ductais, é secretado no lumen dos ductos prostaticos e se torna
um componente do plasma seminal. Assim como a PAP, é andrégeno
dependente e sua fungao fisioldgica € liquefazer o coagulo seminal que se
forma na ejaculacao, liberando os espermatozoéides (Oesterling, 1991;
Beduschi e Oesterling, 1999; Souza e Toniollo, 2001). Estudos recentes
sugerem que o PSA possa modular o crescimento celular e a atividade da
neoplasia prostatica (Oesterling, 1991; Beduschi e Oesterling, 1999;
Montinori et al., 2000).

A maior parte do PSA que penetra na circulagdo sistémica é
derivada do epitélio prostatico que sofreu apoptose. Essas células lisadas

liberam PSA no componente intersticial, por onde chega a circulagéao




sistémica, apesar da barreira composta pelas células basais acinares e
ductais (Kozlowski, 1999; Montinori et al., 2000). Esta barreira torna-se
mais fragil nos casos de cancer e de HPB com prostatite concomitante,
por isso esta proteina pode estar elevada nestes grupos de pacientes
(Oesterling, 1991; Hasui et al., 1994; Kozlowski, 1999).

Apesar de originalmente se acreditar (Armbruster, 1993), o
PSA ndo é um antigeno exclusivo do tecido prostatico. Através de
meétodos imunoistoquimicos, essa proteina foi detectada na uretra e
glandulas periuretrais de homens e mulheres, glandula anal masculina,
tecido mamario normal e maligno, bexiga, endométrio, figado, célon e rim
(Bostwick, 1994; Beduschi e Oesterling, 1999).

No homem, valores séricos normais de PSA variam de zero a
quatro ng/ml (Oesterling, 1991). Células neoplasicas benignas ou
malignas primarias da préstata, bem como suas metastases, elaboram
PSA (Brawer et al., 1992). Porém, o PSA esta elevado no soro de 10 a
40% dos pacientes com HPB, levantando questdo se o PSA deve ser
utilizado como selecionador de pacientes com CP (Alivizatos et al., 1992;
Christensson et al., 1993; Aus et al., 1994).

Diversos autores enfatizam a utilidade clinica da dosagem do
PSA em pacientes com cancer prostatico, especialmente quando
associada a parametros como grau de diferenciagdo do tumor, achados
ultra-sonograficos e palpacédo retal. Ainda, a unido desses dados é
essencial para estabelecer o comprometimento extra-prostatico e
monitorar pacientes iniciais, em tratamento ou recorrentes, uma vez que
ha um aumento na concentracdo de PSA antes da evolugdo da doencga
prostatica ser observada clinicamente (Aziz, 1995; Karakiewicz e Aprikian,
1998; Montinori et al., 2000).

Clements et al. (1992) também descrevem aumento de PSA
sérico em pacientes com HPB e CP, no entanto, niveis mais elevados
indicam malignidade prostatica e s&o interpretados com maior facilidade.

Ja nos casos de niveis menores, a diferenciacdo entre estas duas




afeccbes prostaticas torna-se dificil e o uso deste marcador, como
indicador inicial de neoplasia, duvidoso. Para Oesterling (1991) e
Armbruster (1993), o PSA é um marcador sérico 6rgao especifico, mas
nao especifico para o tipo de lesdo deste mesmo tecido.

Altos niveis de PSA no soro podem estar associados com HPB,
prostatite e CP. Na tentativa de eliminar duvidas sobre qual a afecgao
esta ocorrendo na prostata, Irani et al. (1996) dosaram PSA na urina de
pacientes humanos com ou sem neoplasia e criaram uma relagao entre
os niveis de PSA séricos e da urina. Em ambas as amostras, utilizaram a
mesma técnica de dosagem e obtiveram niveis de PSA urinario
significativamente maiores nos pacientes com HPB, enquanto ndo houve
diferengas nos niveis de PSA urinario nos casos de prostatite e CP.

Graves (1993) e Montinori et al. (2000) descrevem duas formas
séricas de PSA frequentemente dosadas: a livre e a ligada a o-1
quimotripsina. A primeira ocorre em altas concentracbes em pacientes
com HPB e a segunda em individuos portadores de CP (Barroso e Zerati,
1997; Montinori et al., 2000). Estas variantes refletem o valor do PSA
total, sendo relevante a interpretacdo da forma livre onde valores maiores
e menores que 25% do total, sdo sugestivos de HPB e CP,
respectivamente (Potter et al., 1999; Khan et al., 2003).

De acordo com Oesterling (1991) e Alivizatos et al. (1992) a
especificidade da PAP é maior do que do PSA, enquanto que o PSA
apresenta maior sensibilidade. Relatam ainda que estes resultados foram
similares aos observados por Stamey et al. (1987). Por outro lado,
trabalhos atuais demonstram que a dosagem e a interpretacédo das
diferentes formas do PSA sérico aumentam a especificidade deste
marcador (Souza e Toniollo, 2001; Khan et al., 2003).

Uma vez que o PSA foi escolhido como meio de detecgao
precoce do cancer de préstata em humanos (Beduschi e Oesterling, 1999;
Khan et al., 2003), surgiram duvidas se esta enzima seria um bom

marcador em outras espécies. Karr et al. (1995) utilizando analise por




southern blot detectaram genes relacionados ao PSA humano em
primatas, mas ndo em outros mamiferos, incluindo coelho, bovinos,
suinos, caninos, ratos e camundongos.

Por outro lado, uma protease secretada pela préstata canina,
denominada esterase prostatica secretéria canina (CPSE), foi isolada e
caracterizada por Isaacs (1983). Esta glicoproteina, assim como o PSA, é
andrégeno dependente, representa mais de 90% das proteinas totais do
liquido seminal do céo e apresenta bioquimica parcialmente homaologa ao
PSA humano (Frenette et al., 1987; McEntee et al., 1987; Johnston et al.,
2001; Gobello et al., 2002).

Bell et al. (1995) avaliaram a concentragao sérica e seminal de
diferentes glicoproteinas prostaticas no cado, com o objetivo de testar o
valor diagnostico desses marcadores nas diversas afecgdes da glandula
nesta espécie. Estes pesquisadores nao detectaram PSA sérico ou
seminal, a PAP nao apresentou diferengas entre os animais normais e
aqueles com HPB, prostatite e neoplasia. O uUnico marcador que
demonstrou variagdo foi a CPSE, estando significativamente aumentada
nos casos de HPB em relacdo aos animais normais. No entanto, esta
glicoproteina também se encontrava elevada nos demais tipos de lesao
prostatica e sem diferenga significante entre as mesmas.

Souza e Toniollo (2001) apontam que a utilizagdo do cdo para
gerar maior recurso diagnostico e terapéutico na espécie humana,
contribui para o avango destes mesmos segmentos em Medicina
Veterinaria, no entanto, ressaltam a necessidade de maior atengcdo ao
tema no que diz respeito a determinagdo, producdo e aplicabilidade

clinica de marcadores especificos para as doencgas prostaticas dos caes.




lll. Imunoistoquimica do tecido prostatico

A imunoistoquimica (IHQ), ao combinar técnicas anatdmicas,
imunologicas e bioquimicas, permite localizar componentes tissulares “in
situ” mediante o emprego de anticorpos especificos e moléculas
marcadoras (Gimeno, 1995). A marcacgao tecidual de PSA é util ao
patologista para diferenciar carcinomas prostaticos de alto (anaplasicos) e
baixo grau, bem como distinguir tumores metastaticos da prostata em
outros tecidos. Este marcador pode ser detectado em amostras
congeladas, incluidas em parafina e em exames citolégicos do epitélio
prostatico normal ou neoplasico (Bostwick, 1994).

Seguindo este principio, Stamey et al. (1994) relatam 98% de
positividade para PSA nas metastases de adenocarcinoma prostatico
humano, enquanto que a PAP foi positiva em apenas 77% dos casos,
demonstrando a alta sensibilidade e especificidade imunoistoquimica do
PSA frente a PAP. Reforcando esta mesma teoria Grob et al. (1992),
observaram que 100% dos tumores prostaticos infiltrados na vesicula
seminal de homens eram imunorreativos para PSA e que o tecido da
vesicula seminal é negativo para este mesmo marcador.

Em tumores anaplasicos, as marcagoes de PAP ou PSA séao
baixas ou ausentes, acarretando em correlagédo inversa entre o grau de
diferenciagcao celular e a perda de caracteristicas importantes na célula,
como a secregcao destas glicoproteinas. Apesar disso o PSA é
amplamente utilizado para diferenciar adenocarcinomas metastaticos
(Stege et al., 1992).

De acordo com Aumidiller et al. (1987) o padrao de distribuigédo
e intensidade de coloragdo de imunorreatividade da PAP na glandula
canina é similar a observada no humano. As células secretoras se coram
preferencialmente na porcao apical e o epitélio cubico se cora mais
intensamente que o epitélio colunar que recobre as projegdes papilares

do acino.




McEntee et al. (1987) utilizaram tecidos fixados em formol e
incluidos em parafina de préstata canina, a fim de estudar se os
marcadores imunolégicos para PSA, PAP e CPSE poderiam identificar o
epitélio prostatico neoplasico, analogamente a estudos com material
humano. Glandulas normais e hiperplasicas apresentaram boa marcacgao
com os trés anticorpos. No entanto, o CPSE produziu coloragdao mais
uniforme e difusa, enquanto o PSA e PAP marcaram células acinares
individuais com variada intensidade. Células epiteliais ductulares da
préstata de cées jovens orquiectomizados (atrofica) foram negativas, bem
como o epitélio de glandulas cisticas e areas de inflamacgao cronica.

Dos casos de adenocarcinoma prostatico somente alguns
foram positivos para um ou mais desses marcadores. Nos tumores bem
diferenciados houve marcacéo forte dos trés reagentes. Ainda, tecidos
ndo prostaticos utilizados como controle foram negativos para PSA e
CPSE. Ja a PAP corou outros tecidos. Apesar da coloragdo mais
homogénea e especifica ter sido obtida com o CPSE, sua sensibilidade foi
baixa (25%), o que torna este marcador inadequado para o diagndéstico
rotineiro de adenocarcinoma prostatico no cdo. O PSA e PAP
demonstraram 94% e 90% de sensibilidade, respectivamente.

Empregando técnica imunoistoquimica semelhante a descrita
por Santos et al. (1999), Di Santis (2003) obtive marcagao positiva das
células do epitélio prostatico para o anticorpo PSA espécie-especifico
para humanos, mas com reatividade cruzada em tecido canino. Os caes
foram divididos em grupos caracterizados por glandulas imaturas,
maduras normais, maduras com prostatite e hiperplasicas. Assim como
na espécie humana, obtiveram marcacdo especifica e de aspecto
granular na porgdo apical das células epiteliais acinais, variando a
quantidade de células marcadas em fungao do diagndstico histoldgico.

Quanto a imunoistoquimica direcionada a hormdnios,
Murakoshi et al. (1998a) avaliaram a presengca de receptores

androgénicos na prostata de caes da raga beagle portadores de HPB,




com o objetivo de investigar a acao do acetato de clormadinona (CMA) no
tratamento desta afeccdo. O CMA é uma droga que inibe a captagao de
testosterona pela prostata, suprimindo os efeitos deste horménio. O
diagnodstico de HPB foi confirmado por biopsias e cortes de congelagao
foram submetidos a analise imunoistoquimica com o anticorpo primario
policlonal anti-receptor de androgénio contra humanos (NH27).

Os animais foram divididos em dois grupos: um sem tratamento
e outro que recebeu a droga (CMA). No primeiro grupo, a imunomarcagao
dos receptores de andrégeno foi observada de forma intensa no nucleo
de todas as células do epitélio glandular. J& no grupo que recebeu
tratamento, as glandulas se apresentavam atréficas e a marcagao de
receptores androgénicos diminuida tanto nas células epiteliais como
estromais, indicando a supressao dos efeitos da testosterona e/ou dos
horménios androgénicos pela CMA.

Bonkhoff et al. (1993) observaram forte expressdo de
androgeno predominantemente nas células epiteliais e estromais da
préstata humana normal e hiperplasica, ja as células da camada basal
apresentaram imunorreatividade desprezivel para esse hormdnio. No
caso das glandulas neoplasicas, a maioria demonstrou positividade fraca
ou ausente, sugerindo caracteristica andrégeno-independente desses
tumores, especialmente nos casos de recidiva em homens
orquiectomizados e submetidos a radiacdo prostatica. Resultados
similares foram obtidos por Miyamoto et al. (1993), exceto quanto ao tipo
celular marcado, no qual as células epiteliais constituiram a maior parte
do componente positivo para androgeno.

No que diz respeito ao estrogeno, Bonkhoff et al. (1999)
conseguiram demonstrar a expressao deste horménio em células
epiteliais e estromais da préstata humana com PIN e CP, concluindo que
estas células podem sobreviver na privagdo de androgenos utilizando

estrogenos para sua manutengao e crescimento.




Na tentativa de relacionar a presenca de receptores de
androgenos no tecido prostatico com a patogenia da HPB, Banerjee et al.
(2001), realizaram estudo imunoistoquimico das diferentes porgdes da
préstata de ratos jovens e adultos. Encontraram diferengas significativas
quanto a marcagdo de andrégenos em regides prostaticas distintas, a
depender da idade do animal. Demonstraram de maneira evidente o
declinio da marcagao andrégena na porgédo ventral da glandula com o
decorrer da idade.

De forma inversa observaram aumento da reatividade para
receptores de andrégeno na regido dorsal da prostata em funcdo da
idade. Com isso confirmaram a relagdo direta entre o aumento da
expressao de receptores de andrégeno na porgéo dorsal da prostata e a
hiperplasia deste mesmo local com o avangar da idade. Outro dado
interessante € que independente da regido prostatica ou idade, a maioria
das células imunomarcadas eram epiteliais, sendo notado pequena
guantidade de células estromais marcadas.

Leav et al. (2001) realizaram estudo imunoistoquimico para
receptores de andrégeno no tecido prostatico de caes incluido em
parafina. Os animais foram divididos em cinco grupos: |) sexualmente
imaturos (até 8 meses); Il) maduros com ou sem hiperplasia (15 meses a
14 anos); Ill) castrados sem neoplasia (4 a 6 anos); IV) tratados com
esterdides (9 meses a 3 anos); e V) inteiros ou castrados com carcinoma
prostatico (5 a 15 anos). Obtiveram marcacédo positiva em todos os
grupos, no entanto, com padrao variado.

Nos animais do grupo | e Il observaram imunorreatividade
constante em todas as células epiteliais e em algumas estromais; em
individuos do grupo Il notaram diminuicdo gradativa e auséncia de
positividade paralelamente a regressdao e atrofia da glandula; nas
préstatas do grupo IV a reagédo foi positiva e esparsa no epitélio e
estroma, respectivamente; ja nas glandulas do grupo V apenas uma

reagiu para andrégeno, sendo o animal inteiro. Um fato curioso foi a




marcagao de células normais adjacentes as neoplasicas nos demais
casos de carcinoma de animais inteiros, nos castrados com ou sem
neoplasia a marcagao foi 100% negativa.

Diante do encontrado, os autores concluiram que a expressao
de androgeno na prostata estd presente em todas as fases de
desenvolvimento da glandula, localizada principalmente nas células
epiteliais e influenciando a taxa de proliferagdo das mesmas, o que tem
relagao direta com o desenvolvimento de HPB. Outro ponto importante &
o baixo percentual de neoplasias positivas para andrégenos, o que
reafirma o status androgeno-independente desses tumores e a escassa
possibilidade do envolvimento hormonal na progressdo do carcinoma
prostatico no cao.

Quanto ao estrégeno, Schulze e Barrack (1987) conseguiram a
marcagao celular positiva para este hormdnio, utilizando o anticorpo
monoclonal anti-E, (clone H222) e a técnica de imunocitoquimica. A
imunorreatividade foi observada nas células epiteliais e estromais tanto de
caes com proéstata normal quanto de animais com hiperplasia prostatica
espontanea ou induzida.

Na verdade, os fatores envolvidos no crescimento natural e
patologico das prostatas canina e humana sao multiplos, distintos e
relacionados entre si, ndo podendo ser considerados de maneira isolada
como responsaveis pela génese de qualquer uma das afecgdes
prostaticas. Com base nesse fundamento e frente as grandes
discrepancias encontradas sobre o assunto na literatura mundial, o
presente estudo visa contribuir de modo objetivo para o melhor

entendimento do comportamento nosoldgico da prostata nos caes.
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MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi subdividida em trés etapas, sendo
assim apresentada. A primeira compreendeu a analise do perfil
laboratorial, a segunda envolveu a avaliagdo anatomopatoldgica
(morfologia e histopatologia) e a terceira etapa consistiu do estudo
imunoistoquimico da préstata de caes adultos.

Todo material (soro, urina e glandula prostatica) foi coletado de
animais encaminhados a necropsia no Servigo de Patologia Veterinaria da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, Botucatu, SP.
Foram utilizados 40 caes, com idade = 3 anos, sem restricbes quanto a
raca. Os animais foram selecionados aleatoriamente, sem a necessidade
de apresentarem histérico ou alteragdes clinicas relacionadas a algum

tipo de afeccao prostatica.

1) Estudo Laboratorial

Esta etapa visou verificar algumas variaveis laboratoriais,
sendo mensurados os valores seéricos e urinarios de fosfatase acida
prostatica (PAP) e antigeno prostatico especifico (PSA), bem como os
valores séricos de testosterona (T4), diidrotestosterona (DHT) e estrégeno
(E2). Apbés a mensuragao estes valores foram avaliados considerando a

classificagao histopatolégica da préstata.

v Amostras de soro e urina para as dosagens de PAP,
PSA, T4, DHT e E»

Os caes eram contidos e posicionados em decubito lateral,
realizava-se a tricotomia da regido cervical, anti-sepsia com solugdo de

alcool iodado e procedia-se a coleta de sangue por pung¢do da veia




jugular, utilizando-se tubos Vacutainer' e agulhas Vacutainer’. Em
seguida o sangue era centrifugado a 1500 rpm, durante cinco minutos,
para obtencdo de soro. Este procedimento era repetido, caso a
quantidade de soro nao fosse suficiente. As amostras de urina eram
obtidas por sondas uretrais acopladas a seringas de 10 ml.

O soro e a urina, para a mensuracao de todas as variaveis
propostas (PAP, PSA, T4, DHT e E;) eram acondicionados em tubos de
eppendorf, contendo 500ul de amostra, e congelados em freezer a -20°C,
até o momento das dosagens, conforme Graves et al. (1990), Corazza et
al. (1994) e Souza e Toniollo (1999).

As aliquotas de soro e urina destinadas as dosagens de PAP
recebiam uma gota de acido acético (reagente numero 4 do Kit de
dosagem) de acordo com indicacdo do fabricante (Biotrol Diagnostic),
para que pudessem ser mantidas congeladas até o momento do
processamento.

Informacdes sobre resenha, historico, alteracbes clinicas e
numero de aliquotas congeladas foram registrados em protocolo
conforme indica o Anexo A. Ainda, todas as amostras foram coletadas no
periodo da manha para diminuir variagdes nos valores hormonais

decorrentes de oscilagbes circadianas normais (Feldman e Nelson, 1996).
v’ Dosagens séricas e urinarias de PAP e PSA

As dosagens de PAP e PSA no soro e urina foram realizadas
no Laboratério Clinico da Faculdade de Medicina da UNESP, Botucatu,
SP, nos Servigos de Bioquimica e Sorologia, respectivamente.

Para a mensuracdo da PAP, utilizou-se o equipamento de

automagao Technicon-RA-XT, com kit comercial para dosagem de

' SST Gel and clot ativator, Becton Dickinson
2 21G1, Becton Dickinson




fosfatase acida total e prostatica®. Este teste baseia-se na transformac&o
do fosfato a-naftii em fosfato e a-naftol, pela agcdo da fosfatase acida.
Esta substancia reage com sais de tartrato, dando uma reacado
fotométrica, avaliada pela absorbdncia em comprimento de onda de
405nm. A PAP é inibida pelo tartrato e seu volume ativo € obtido pela
subtracdo do resultado da determinacdo da fosfatase acida total e

fosfatase acida n&o prostatica (Tabela 1).

Tabela 1: Metodologia utilizada para a dosagem de PAP.

Fosfatase Acida Total Fosfatase Acida ndo Prostatica

Reagente 1 + 2 1mi -
Reagente 1 + 3 - 1mi
Soro 100 100

Reagente 1 — Substrato
Reagente 2 - Tampao sem tartrato (dosagem de fosfatase acida total)
Reagente 3 — Tampao com tartrato (dosagem da fosfatase acida néao prostatica)

As dosagens sérica e urinaria do PSA foram efetuadas em
equipamento automatizado Elecsys (Roche), por método de
eletroquimioluminescéncia, utilizando kit comercial para a dosagem de
PSA total®. Este teste fundamenta-se no principio chamado “sanduiche”.
A primeira etapa consiste da incubagao de 20ul de amostra com anticorpo
monoclonal biotinilado PSA-especifico e outro anticorpo monoclonal PSA-
especifico, marcado com um complexo de ruteinium (Tris+rutenium),
formando o complexo “sanduiche”.

A segunda incubacdo era feita apdés a adicdo de
microparticulas recobertas por estreptoavidina, fazendo com que o
complexo se ligue a fase sodlida, pela interagdo da biotina com a

estreptoavidina. A mistura que reagiu € entdo aspirada por um

® Biotrol Pac monoreactif, cod. A03034, Biotrol Diagnostic, Franga.
* Elecsys total PSA immunoassay, cod. 1731262, Roche, Alemanha




mensurador celular, onde as microparticulas sdo magneticamente
capturadas para a superficie de um eletrodo. As particulas nao ligadas
sdo removidas por uma substancia de limpeza (ProCell). A aplicacédo de
voltagem no eletrodo induz a emissdo de quimioluminescéncia, medida
por um fotomultiplicador. Os resultados sdo determinados por uma curva

de calibragao e expressos em ng/ml.

v’ Testosterona, diidrotestosterona e estrégeno séricos

As mensuracgdes séricas de testosterona, diidrotestosterona e
estrogeno foram realizadas no Laboratério de Dosagem Hormonal do
Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo, USP, S&o Paulo, SP.

Para as dosagens foram utilizados os kits comerciais
Testosterona total (CAR) - fase solida (DPC Medlab); DHT (RIA ACTIVE)
- fase sdlida (DSL); e Estradiol 32 geracao (Ultra-sensivel) - duplo
anticorpo (DSL), para testosterona, diidrotestosterona e estrégeno,
respectivamente. A técnica empregada para as mensuragdes foi a de
radioimunoensaio, seguindo os protocolos convencionais e padronizados

no Laboratério de Dosagem Hormonal da FMVZ — USP, Sao Paulo, SP.

2) Avaliacdo Anatomopatologica

v' Obtencao e processamento das préstatas

Conforme citado anteriormente, foram utilizadas 40 prostatas
de cédes com idade = 3 anos, sem restrigdes quanto a raga, histéria ou
sintomatologia clinica de afecgado no trato génito-urinario. Registraram-se
idade, raca e peso corpéreo dos animais e, apos os procedimentos
rotineiros de necropsia, as glandulas eram colhidas, medidas, pesadas e

avaliadas conforme os itens propostos no Anexo A. Em seguida, estas




eram acondicionadas em frascos contendo solugdo de formol tamponado
a 10%, onde permaneciam por 48 horas.

ApoOs este periodo realizaram-se cortes transversais, de forma
que cada fragmento contemplasse amostras dos dois lobos prostaticos,
correspondendo as porgdes cranial, média e caudal (Figura 7). A amostra
de tecido era entdo alocada em cassete plastico devidamente identificado,
e submerso em solugado de formalina tamponada a 10%, por mais 12
horas. Em seguida, o material era processado e incluido em parafina
seguindo o protocolo do Laboratério de Histopatologia do Servigo de
Patologia Veterinaria, FMVZ, UNESP, Botucatu, SP (Figura 8).

Cranial

Figura 7: Representacdo dos cortes realizados nas glandulas dividindo-as em
trés porcdes (cranial, média e caudal).
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Figura 8: Cassetes com segmento de tecido prostatico incluido em parafina e
devidamente identificado.




Utilizando-se micrétomo automatico (Leica 2155), cortes
histologicos de 3 a 4um eram obtidos e distendidos sobre I&dminas
histologicas de vidro com extremidade fosca identificada. Estas
permaneciam 24 horas em estufa a 60° C, para extragcdo da parafina
sobressalente e melhor adesé&o do tecido a lamina.

Na sequéncia os cortes eram submetidos a coloragédo de
Hematoxilina-Eosina (HE), conforme a técnica de rotina do Laboratério de
Histopatologia do Servico de Patologia Veterinaria, FMVZ, UNESP,
Botucatu, SP. A analise e interpretacdo das laminas seguiram os critérios

diagnodsticos conforme protocolo apresentado no Anexo B.

v’ Morfologia prostatica

Na avaliagdo morfologica, as prostatas eram pesadas em
balanga analitica de duas casas decimais e em seguida mensuravam-se
comprimento, largura e altura com o auxilio de um paquimetro. O volume
das glandulas foi determinado pelo deslocamento de agua apds sua
introdugdo em provetas graduadas de 10, 50, 100 ou 500cc (de acordo

com o tamanho), contendo agua até a metade da capacidade maxima.

v Histopatologia prostatica

A avaliagao histopatoldgica das glandulas fundamentou-se na
coloragdo de HE. Os achados foram registrados em protocolos
previamente elaborados, o0s quais apresentavam as possibilidades
diagndsticas encontradas com maior frequéncia na literatura, adaptadas
de Ladds (1993) e Dorfman e Barsanti (1995), cujo modelo encontra-se
em anexo (Anexo B). A analise das laminas, em microscépio oOptico, era
realizada inicialmente em menor aumento (32x), seguindo-se para 0s
aumentos subsequentes (100x, 250x e 400x). O aumento de 32x auxiliava

na visualizagdo global do material, permitindo identificar areas com




diferentes padrdes de lesdo. Nos demais aumentos, avaliavam-se a
estrutura do estroma, epitélio e infiltrado inflamatério, sendo que o
aumento de 400x era utilizado para a verificagao de atipia celular, relagao
nucleo citoplasma e presencga de figuras de mitose.

Ao final da anélise do material, avaliou-se a incidéncia de cada
afeccao prostatica isoladamente. Foram apuradas também as freqiéncias
de ocorréncia de mais de um diagnostico histopatolégico no mesmo
material; a correlagdo dos achados histopatologicos com a idade dos
animais; e a concomitancia de alguns aspectos microscopicos com certas

afecgdes prostaticas.

3) Estudo Imunoistoquimico

v’ Padronizacédo da técnica de imunoistoquimica

A padronizagdo da técnica de imunoistoquimica foi
fundamentada no principio do complexo avidina-biotina-peroxidase,
descrito por Hsu et al. (1981). Para tal foram confeccionados cortes de
tecido prostatico com 3um de espessura. Estes eram distendidos em
ldaminas histolégicas previamente sinalizadas em organosilano, com o
objetivo de promover melhor adesao dos cortes as laminas. Em seguida,
estas permaneciam em estufa durante 24 horas, sendo conservada a
temperatura entre 55 e 58°C.

Subsequentemente, as laminas eram colocadas em cuba de
vidro e diafanizadas em xilol, sendo realizados dois banhos: um de trinta
minutos a 55°C e outro de vinte minutos a 37°C. Ainda nessa fase,
passavam por duas lavagens rapidas em alcool 95°, trés passagens de
cinco minutos em alcool absoluto, um banho de cinco minutos em alcool
95° e um em alcool 85° (5 minutos). A fim de retirarem-se os pigmentos

de formol, as laminas permaneciam dez minutos submersas em hidréxido




de amoénia a 10%. Para a hidratagao dos cortes, o material era lavado em
agua corrente por dez minutos e banhado duas vezes em agua destilada.

A recuperacao antigénica constitui etapa essencial ao éxito da
técnica de imunoistoquimica e teve o propdsito de liberar os epitopos
antigénicos do tecido, bloqueados pela solugdo fixadora (formol
tamponado a 10%). No presente estudo empregaram-se as seguintes
solugbdes tampao nas recuperagoes testadas: a) citrato 10mM pH 6,0; b)
EDTA 100mM pH 8,0; e c) TRIS-EDTA 100mM pH 9,0. Ainda, as
solucdes foram utilizadas em diferentes meios de recuperagao a altas

temperaturas, conforme apresenta a Tabela 2.

Tabela 2: DiluigOes e recuperacdes antigénicas testadas.

Anticorpo  Diluicdes testadas Recuperacoes Solucdes tampéo
PSA 1:500, 1:1000 MO, S C

E. 1:10, 1:20, 1:40, 1:50 MO, S, BM, PP, AC C,EDTA, TE

AR 1:10, 1:20, 1:40, 1:50 MO, S, BM, PP, AC C,EDTA, TE

PAP 1:50, 1:100 MO, S, BM, PP,AC C

MO: Forno de microondas; S: Steammer; BM: Banho-Maria; PP: Panela de pressao;
AC: Autoclave; C: Citrato; EDTA: &cido etilenodiaminotetracético; TE: Tris-EDTA.

As laminas eram organizadas paralelamente em cubas de vidro
horizontal, submersas na solugdo tampao e incubadas em forno de
microondas (3 x 5 minutos), banho-maria (40 minutos), steammer (30
minutos), panela de pressdo (10 minutos) ou autoclave a 105°C (5
minutos), a depender do anticorpo a ser otimizado. Apés o arrefecimento
do material, seguia-se com lavagem em agua corrente (10 minutos) e
duas passagens em agua destilada.

A fase seguinte consistia do bloqueio da peroxidase endoégena
por incubagdo das laminas em uma solugdo de agua oxigenada 20

volumes e agua destilada (para anticorpos de marcacgao citoplasmatica)




ou alcool metilico (para anticorpos de marcagéo nuclear), durante vinte
minutos com uma troca no intervalo de dez minutos. Em seguida, o
material era lavado em agua corrente (10 minutos), passado duas vezes
em agua destilada e banhado duas vezes em TRIS (5 minutos).
Testaram-se os anticorpos primarios Antigeno Prostatico
Especifico - PSA, receptores de estrogeno, receptores de androgeno e
Fosfatase Acida Prostatica — PAP, diluidos em solucdo de BSA a 1%,
inicialmente em concentragbes indicadas pelos fabricantes. As demais
diluicbes pesquisadas e as caracteristicas de cada anticorpo estdo
escritas na Tabela 3. Apds a diluicdo, cobriram-se os cortes com os
anticorpos primarios, 0s quais eram incubados em camara umida por 18

horas (“overnight”) a temperatura de 4°C.

Tabela 3: Anticorpos e suas caracteristicas de marcacao celular.

DiluigBes testadas Laboratorio Marcagao
PAP*  Policlonal 1:50, 1:100 Labvision/Ab2 C’/IES
PSA** Policlonal 1:500, 1:1000 Dako/A0562 C’/ES
E,” Policlonal 1:10, 1:20, 1:40, 1:50 Labvision/Abl17 N°*/EE

E,” M-clone H222 1:10, 1:20, 1:40, 1:50 Labvision/Ab21 N*/EE

E,” M-clone 1D5 1:10, 1:20, 1:40, 1:50 Dako/M7047 N*/EE

AR’ Policlonal 1:10, 1:20, 1:40, 1:50 Labvision/Ab2 N°*/EE

AR’ M-clone AR441 1:10, 1:20, 1:40, 1:50 Labvision/Abl N°*/EE

*PA: Fosfatase 4cida prostatica; **PSA: Antigeno Prostatico Especifico; "E,: Receptor
de Estrdgeno; *AR: Receptor de andrdgeno; M-clone: Ac Monoclonal; C7/ES: Marcagéo

citoplasmatica do epitélio secretor; N*/EE: Marcacao nuclear epitelial e estromal.

Na sequéncia realizavam-se dois banhos de TRIS (5 minutos),
incubacdo em anticorpo secundario biotinilado e solugdo de
streptoavidina-biotina-peroxidase (kit LSAB - Dako KO0690), por 30

minutos cada reagcdo, em camara umida, a temperatura ambiente. Entre




as duas reagbes e ao final da segunda, as laminas permaneciam em
TRIS (2 x 5 minutos). Além do kit amplificador LSAB, foi utilizado o kit
CSA (Dako K1500) para os anticorpos E; e AR.

Para a visualizacédo da reacédo, as laminas eram submersas em
solugédo de diaminobenzidina (DAB) (3 minutos em local escuro) e, logo
apos, em TRIS, para interrupgéo da reagdo. Em seguida, o material era
lavado em agua corrente (10 minutos) e passado em agua destilada.
Prosseguia-se com a contra-coloragdo em Hematoxilina de Mayer (5
minutos), lavagem em agua corrente (10 minutos), passagem em agua
destilada e desidratacdo. Nesta ultima etapa realizavam-se banhos em
alcool 85°, 95°, absoluto I, Il, Ill, xilol I, Il e lll, com tempo minimo de trés
minutos para cada banho.

A finalizagdo compreendia a cobertura dos cortes com resina
sintética (Permount — Fisher Scientific) e laminulas histolégicas. Todas as
solugdes e reagentes empregados na técnica de imunoistoquimica estao

descritos no Anexo C.

v' Estudo imunoistoquimico

Concluida a padronizacdo da técnica e otimizagdo das
diluicbes dos diferentes anticorpos testados, realizou-se a marcagao nas

amostras selecionadas, como ilustra a Tabela 4.

Tabela 4: Diluicdes otimizadas e numero de amostras marcadas.

Anticorpo Diluicdes Amostras

PSA 1:500 40

Receptores de estrogenos Padronizagédo ndo obtida  **

Receptores de andrégenos  Padronizacdo ndo obtida  **

PAP 1:50 40

**Estudo imunoistoquimico impossibilitado devido a ndo obtencdo da padronizacdo do

anticorpo.




As laminas foram analisadas em sua totalidade por microscopia
Optica e a marcacdo mensurada por avaliagdo semiquantitativa,
atribuindo-se os escores definidos na Tabela 5. Para tal procedimento
utilizaram-se laminas referentes a porcdo média das prostatas, cujo
numero variou de acordo com o volume da glandula (uma ou duas

laminas).

Tabela 5: Escores aplicados na analise da marcagao imunoistoquimica.

Escore Significado

- Marcacéo ausente

+ Marcacdo positiva em menos de 30% das células
++ Marcacao positiva em 30 a 70% das células
el Marcacgdo positiva em mais de 70% das células

v/ Andlises estatisticas

Para obtencdo das estatisticas descritivas, verificacdo da
normalidade, assimetria, curtose e homogeneidade de variancia entre os
grupos comparativos, empregou-se o programa Statistical Analysis
System, versao 6.12 (1995). O delineamento experimental utilizado foi o
Inteiramente Casualizado, sendo que cada grupo comparativo
(classificagdo histopatolégica) representou um tratamento. Para essas
analises estatisticas, utilizou-se o procedimento PROC GLM do programa
supracitado. Quando verificado o efeito significativo (P<0,05) na analise
de variancia entre os grupos comparativos para as diferentes variaveis
estudadas, utilizou-se o Teste de Tukey para discriminar as diferencas
e/ou igualdades entre as médias de cada grupo. Para investigar a relagao
entre as glicoproteinas séricas e urinarias; glicoproteinas séricas e
teciduais; glicoproteinas séricas, urinarias e os hormonios séricos
(testosterona, diidrotestosterona e estrogeno), empregou-se a analise da
correlagdo momento produto de Pearson. Ainda, na verificagdo da relagao

entre HPB e PIN utilizou-se o teste do y*.




RESULTADOS




RESULTADOS

Os resultados sao apresentados em trés segmentos distintos
conforme proposto no capitulo “material e métodos”. Todas as analises
realizadas se fundamentaram em agrupamentos constituidos a partir da
classificagao histopatolégica das prostatas, sendo estes: grupo normal
(N=6) e grupo hiperplasias - epitelial, complexa e estromal (N=31). Trés
gléandulas, uma com atrofia e duas com prostatite crénica, foram excluidas
das analises estatisticas por ndo apresentarem numero adequado de

repeticbes para compor um grupo comparativo.

1) Estudo Laboratorial

Foram mensuradas trés variaveis hormonais séricas e
verificada a diferenga nestes valores considerando a classificagao
histopatolégica das prostatas. Animais com prostata normal ou com
hiperplasia ndo apresentaram diferengas significativas nos niveis de
testosterona e diidrotestosterona (Anexo D). No entanto, os niveis séricos
de estrogeno foram significativamente menores em glandulas com
hiperplasia epitelial que nas normais, enquanto ndo diferiram daquelas

acometidas pelos demais tipos de hiperplasia (Tabela 6).

Tabela 6: Médias dos valores séricos de estrogeno, testosterona e

diidrotestosterona em relacédo ao diagnéstico histopatologico (N=37).

Médias de Quadrado Minimo

Grupo Comparativo E, (pg/ml) T4(ng/ml)  DHT (pg/ml)
Normal (n=6) 31,01° 1,142 71,66 °
Hiperplasia Epitelial (n=4) 4,73° 1,562 51,06 2
Hiperplasia Complexa (n=15) 17,65 & 1,04 % 91,36 ¢
Hiperplasia Estromal (n=12) 8,93 ® 0,92° 67,52 ¢

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Notar a varia¢@o na relagdo E,/T, em fun¢éo do tipo de hiperplasia.




Assim como as variaveis hormonais, também foram dosadas
duas glicoproteinas séricas e urinarias (PSA e PAP), sendo que houve
diferencga estatistica apenas nos valores de PSA sérico (Anexo D). Nesta
variavel observou-se que animais com préstata normal possuem niveis

mais baixos que aqueles com hiperplasia epitelial (Tabela 7).

Tabela 7: Médias dos valores séricos e urinarios de PSA em relagdo ao
diagndstico histopatol6ogico (N=37).

Médias de Quadrado Minimo

Grupo Comparativo PSA sérico(ng/ml) PSA urinério (ng/ml)
Normal (n=6) 0,0021 0,0036
Hiperplasia Epitelial (n=4) 0,0082 ° 0,0080 ?
Hiperplasia Complexa (n=15) 0,0046 0,0062 #
Hiperplasia Estromal (n=12) 0,0029 ® 0,0052 2

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Notar o aumento nas médias de PSA em funcéo do tipo de hiperplasia.

As médias de PAP sérico e urinario dos diferentes grupos

comparativos estdo dispostas na Tabela 8.

Tabela 8: Médias dos valores séricos e urinarios de PAP em relagdo ao
diagndstico histopatol6égico (N=37).

Médias de Quadrado Minimo

Grupo Comparativo PAP sérico(U/l) PAP urinario (U/l)
Normal (n=6) 0,912 1,702
Hiperplasia Epitelial (n=4) 1,172 1,122
Hiperplasia Complexa (n=15) 1,21% 2,56 2
Hiperplasia Estromal (n=12) 1,092 2,032

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Notar o aumento nas médias de PAP em funcéo do tipo de hiperplasia.




As correlagdes observadas entre os valores séricos e urinarios
de PSA e PAP foram baixas, pois o coeficiente de Pearson foi < 0,5 em

todas as analises, como demonstrado na Tabela 9.

Tabela 9: Correlagdes entre os valores séricos e urinarios de PSA e PAP

(N=37).
PSAUR (ng/ml)  PAPSG (U/l) PAPUR (U/l)
PSASG (ng/ml) 0,01515 0,26598 -0,06215
PSAUR (ng/ml) 0,01519 -0,25499
PAPSG (U/l) -0,09127

PSASG: PSA sérico; PSAUR: PSA urinario; PAPSG: PAP sérico; PAPUR: PAP urinario.

As correlagbes entre os valores séricos e urinarios das
glicoproteinas (PSA e PAP) e os valores séricos de testosterona,
diidrotestosterona e estrégeno foram baixas, sendo o coeficiente de
Pearson < 0,5 na maioria das analises, a exce¢ado da correlagdo meédia

obtida entre PAP urinario e DHT sérica (Tabela 10).

Tabela 10: Correlagcdes entre os valores séricos e urinarios das

glicoproteinas (PSA/PAP) e os hormonios séricos (T4/DHT/Ey) (N=37).

PSASG (ng/ml) PSAUR (ng/ml) PAPSG (Ul) PAPUR (U/l)

TESTSG (ng/ml) 0,08453 -0,06254 0,02142 -0,24077
ESTRSG (pg/ml) -0,19682 -0,24079 0,05885 0,00501
DHTSG (pg/ml) 0,04231 -0,17772 -0,17287 0,53368

PSASG: PSA sérico; PSAUR: PSA urinéario; PAPSG: PAP sérico; PAPUR: PAP urinério;
TESTSG: testosterona sérica; ESTRSG: estrégeno sérico; DHTSG: diidrotestosterona

sérica.




2) Avaliacdo Anatomopatologica

v’ Estudo Morfolégico

Peso e volume médios das glandulas normais corresponderam
a 0,75g/kg de peso vivo (PV) e 0,71cc/kg PV, respectivamente (Figura 9).
Entre as hiperplasicas, as epiteliais apresentaram média de peso de
2,87g/kg PV; as complexas 1,31g/kg PV e as estromais 0,59g/kg PV. Com
relagado ao volume prostatico obtiveram-se nesta mesma ordem 2,87; 1,22
e 0,60cc/Kg PV.

Figura 9: Aspecto macroscépico de uma prostata normal. Notar simetria bilateral.

Prostatas acometidas por hiperplasia epitelial apresentaram
meédia de peso prostatico significativamente maior que as normais e que
aquelas com hiperplasia estromal, no entanto ndo diferiram das glandulas
com hiperplasia complexa. Por outro lado, a média de volume prostatico
em animais com hiperplasia epitelial foi significativamente maior que em

todas as outras categorias (Tabela 11).




Tabela 11: Médias de peso (g/kg PV) e volume (cc/kg PV) prostaticos em

relacdo ao diagnostico histopatolégico.

Médias de Quadrado Minimo

Grupo Comparativo N.O Peso Volume
Normal 6 0,752 0,712
Hiperplasia Epitelial 4 2,87° 2,87°
Hiperplasia Complexa 15 1,31% 1,22%
Hiperplasia Estromal 12 0,592 0,60

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

N.O: Namero de Observacoes.

Apenas um animal apresentou atrofia da prostata, cujo peso e
volume foram de 0,30g/kg PV e 0,38cc/kg PV, respectivamente. Ainda,
foram observadas duas glandulas acometidas exclusivamente por
prostatite cronica com peso de 0,87g/kg PV e volume de 0,71cc/Kg PV,
em media.

Comprimento, largura e altura das prostatas variaram de
acordo com a classificagao da glandula. Dentre as hiperplasicas, todas as
mensuragdes mostraram os maiores valores médios nas epiteliais e os
menores nas acometidas por hiperplasia estromal. Dentre os grupos
comparativos, tais variaveis diferiram estatisticamente de acordo com o
que ilustra a Tabela 12.

As mensuragoes referentes ao comprimento, largura e altura
da prostata atrofica corresponderam, de modo geral, as menores
dimensdes (1,5; 1,2 e 0,7cm, respectivamente), enquanto glandulas com
prostatite crénica apresentaram valores intermediarios entre os diferentes
tipos de hiperplasia (2,3; 2,8 e 2,0cm, respectivamente).

As anadlises de variancia entre os grupos diagndsticos e

variaveis mensuradas estao dispostos no Anexo E.




Tabela 12: Médias de comprimento, largura e altura prostaticos em

relacdo ao diagnostico histopatolégico (N=37).

Médias de Quadrado Minimo

Grupo Comparativo N.O Comprimento Largura Altura
Normal 6 2,50 ° 2,66 ° 2,51 %
Hiperplasia Epitelial 4 457" 4,25° 3,152
Hiperplasia Complexa 15 2,972 3,14 % 2,29 %
Hiperplasia Estromal 12 1,982 2,042 1,72°

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
N.O: Namero de Observacoes.

v' Avaliacao histopatolégica das préstatas

Foram observadas alteragdbes na maioria das proéstatas
examinadas (85%), sendo frequente a ocorréncia de duas ou mais

concomitantemente (91%) (Figura 10).

31
O Sem Alteragdes B Com Alteragdes
OUma alteracao O Mais de uma alteragéo

Figura 10: Frequéncia de lesdes prostéticas Unicas ou concomitantes (N=40).

Em relagdo ao diagndstico histopatolégico, de modo geral, as
glandulas foram classificadas em normais, com prostatite, hiperplasicas e
com atrofia, considerando a afeccdo predominante. Préstatas

hiperplasicas corresponderam a 77,5% do total, sendo a classificagao




mais frequente. Glandulas normais foram encontradas em 15% dos
casos, com prostatite em 5% e com atrofia em 2,5%.(Figura 11). Os

diagnosticos individuais estdo descritos no Anexo F.
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Figura 11: Classificagdo geral das préstatas em relacdo a afeccdo predominante (N=40).

Préstatas normais caracterizaram-se pela presenca de acinos
desenvolvidos, com atividade secretora, projegcbes digitiformes para o
interior do lumem e epitélio glandular limitado a uma ou duas camadas de
células (Figuras 12 e 13).

Hiperplasia prostatica, displasia acinar e dilatacdo glandular
constituiram as alteragbes cito-histolégicas mais frequentes. Atrofia
glandular, PIN, prostatite, cisto, metaplasia escamosa, carcinoma e
hemorragia também foram encontrados, no entanto, com menor
constancia (Figura 14). O numero de vezes que estas alteragbes foram
observadas ultrapassa o numero total de prostatas, pois em varias

situagdes uma sé glandula apresentava diferentes afecgoes.




Figura 12: Macroscopia de prostata normal. Notar a uniformidade do
parénquima e a simetria dos contornos.
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Figura 13: Fotomicrografia de prdstata normal. Notar acinos com epitélio

uniforme e projecdes digitiformes (7') para o ltmen repleto de secrecéo (S). HE,

objetiva 40x.




W Hiperplasia B Displasia acinar

Dilatacao glandular Atrofia glandular
H PIN W Prostatite
Hm Cisto Metaplasia escamosa
B Carcinoma prostatico B Hemorragia

Figura 14: Ocorréncia de alterac8es nas glandulas avaliadas (N=40).

Foram classificadas como prostatites apenas duas préstatas
cujo componente glandular mostrava-se desenvolvido, caracterizando
maturidade, porém com infiltrado inflamatério moderado ou intenso,
alterando seu padrdo de normalidade, mas sem o desenvolvimento de
hiperplasia. (Figura 15). Mesmo observando-se infiltrado inflamatério na
maior parte das prostatas (82,5%), outras alteragdes mostraram-se

prevalentes, como as hiperplasias, sendo entao classificadas desta forma.




Figura 15: Fotomicrografia de prostatite cronica. A) Intenso infiltrado inflamatério
intersticial adjacente a acinos de morfologia normal (seta). HE 100x. B) Detalhe de A

evidenciando a predominancia mononuclear do infiltrado inflamatério. HE, objetiva 40x.

Em 94% das glandulas com infiltrado inflamatdrio, este era
exclusivamente mononuclear (Figura 16), estando associado a leucdcitos
polimorfonucleares nos 6% restantes. Apesar do pequeno numero de
préostatas acometidas por inflamagao supurativa, estas, quando presentes,
mostraram aspecto macroscopico sugestivo de tal afecgdo, com exsudato
de coloracdo amarelada e cavitagdes que corresponderam
microscopicamente a areas de edema e infiltracdo polimorfonuclear

intensas (Figuras 17 e 18).
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Figura 16: Fotomicrografia prostatica. Infiltrado inflamatério predominantemente

mononuclear e intersticial.Notar epitélio acinar displasico (seta). HE, objetiva 20x/1.6x.




Figura 17: Prostatite e hiperplasia cistica. Observar aspecto cistico difuso e uma
grande cavitacdo que representou microscopicamente a prostatite supurativa
com destaque para o0 exsudato inflamatério polimorfonuclear apresentado na

Figura 18.

Figura 18: Fotomicrografia de prostatite aguda. A)Notar &cino repleto de
exsudato inflamatério. HE 250x. B) Detalhe de A caracterizando o infiltrado

polimorfonuclear e destruicdo do epitélio acinar (seta). HE, objetiva 40x/1.25x.

A atrofia do epitélio glandular foi observada em 57,5% dos
casos, estando frequentemente associada a hiperplasia estromal,

infiltrado inflamatério e displasia (Figura 19).
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Figura 19: Fotomicrografia prostatica. Atrofia do epitélio acinar (A) em
concomitancia com hiperplasia estromal (hes), displasia (seta) e células

inflamatérias (seta vazada). HE, objetiva 40x/1.6x.

Apenas um animal, castrado e idoso, apresentou atrofia
prostatica difusa (Figura 20).

Y

Figura 20: Fotomicrografia prostatica. Atrofia glandular (seta) e tecido conjuntivo

adjacente de um céo castrado e idoso. HE, objetiva 40x/1.25x.




No caso das dilatagdes glandulares, estas foram assim
denominadas quando nao faziam parte do quadro de hiperplasia cistica e
sim quando presentes de forma Unica ou em pequeno numero. Estas

alteracdes estavam presentes em 30 prostatas (75%) (Figura 21).
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Figura 21: Fotomicrografia prostatica. Dilatacdo glandular. HE, objetiva 40x.

A metaplasia escamosa do epitélio glandular foi encontrada em
um caso, sendo uma alteragcdo multifocal caracterizada pela substituicao

do epitélio acinar normal por epitélio escamoso bem diferenciado (Figura
22).
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Figura 22: Fotomicrografia de metaplasia escamosa do epitélio prostatico. HE,
objetiva 40x/1.6.




Cistos foram observados em dois casos e caracterizaram-se
microscopicamente por grandes dilatagdes glandulares isoladas, repletas

de secrecao e recobertas por epitélio achatado (Figuras 23 e 24).

Figura 23: Aspecto macroscopico de cisto prostatico.

- .

Figura 24: Fotomicrografia de cisto prostéatico. HE, objetiva 10x.

Areas de hemorragia foram observadas contiguamente a um

carcinoma prostatico em uma unica glandula (Figura 25).




Figura 25: Fotomicrografia de carcinoma prostatico. Observar é&reas de
hemorragia entre as células neoplasicas (seta larga) e uma figura de mitose

(seta vazada). HE, objetiva 40x/1.6x.

Displasia do epitélio glandular esteve presente em 77,5% dos
casos, localizando-se principalmente em areas com maior concentragcao
de infiltrado inflamatério (Figura 26). Esta lesao foi caracterizada quando
havia desorganizagdo estrutural do epitélio acinar, cujas células
mostravam citoplasma discretamente diminuido e nucleo levemente
aumentado (Figura 27). Ainda, em 93,5% dos casos, diversos focos

displasicos foram observados na mesma glandula.
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Figura 26: Fotomicrografia prostatica. Displasia do epitélio acinar (setas) e

células inflamatorias. HE, objetiva 40x.
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Figura 27: Fotomicrografia prostatica. A) Displasia do epitélio acinar em

concomitancia com hiperplasia complexa e células inflamatérias (seta). HE 200x.
B) Detalhe de A evidenciando a desorganizacdo e as alteracées morfoldgicas

das células epiteliais acinares (seta cheia). HE, objetiva 40x.

As neoplasias descritas neste trabalho foram classificadas em
carcinoma prostatico (Figuras 28 e 29) ou PIN (neoplasia intra-epitelial
prostatica) de acordo com as alteragbes morfolégicas e localizagao,
estando estas ultimas restritas ao epitélio acinar (Figura 30). A leséo pre-
maligna foi observada em 37,5% das prostatas, sendo que em uma
destas havia concomitancia com o unico carcinoma encontrado neste

estudo.




Figura 28: Aparéncia macroscoépica do carcinoma prostatico. Observar area de
coloracéo acastanhada e aspecto firme (seta).

Figura 29: Fotomicrografia de carcinoma prostatico. Observar as atipias

nucleares e o pleomorfismo celular intenso. HE, objetiva 40x.
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Figura 30: Fotomicrografia prostatica. A) Acino dilatado e repleto de contetdo,
infiltrado inflamatério intersticial (seta), epitélio acinar achatado e area focal de
PIN (seta vazada). HE 200x. B) Detalhe de A evidenciando a proliferacédo celular,
desorganizacao e as alterac6es morfoldgicas das células epiteliais acinares que

caracterizam PIN. HE, objetiva 40x/1.25x.

Foi observada relagdo entre a presenga de HPB e PIN pelo
teste 42 (p<0,05), sendo que dos 15 casos de PIN, todos apresentaram
simultaneamente alguma forma de hiperplasia. Ainda, a associagdo mais
frequente foi com os tipos estromal (58,3%) (Figura 31) e complexa
(40%).
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Figura 31: Fotomicrografia prostatica. A) Acino com epitélio caracteristico de
PIN, infiltrado inflamatoério intersticial e proliferacdo de tecido conjuntivo
adjacente (hiperplasia estromal). HE 250x. B) Outra area de PIN evidenciando a
proliferacdo, desorganizacdo e atipias celulares (P), bem como proliferacdo
estromal (E) e infiltrado inflamatério (1). HE, objetiva 40x.

Hiperplasia prostéatica

A hiperplasia esteve entre as alteracbes prostaticas mais
frequentemente observadas (77,5%) e foi qualificada pela proliferagéo do
componente epitelial, estromal ou de ambos (complexa) (Figura 32).

13%

48%

Epitelial M Estromal Complexa

Figura 32: Ocorréncia de hiperplasia epitelial, estromal e complexa (N= 31).




Em relagao a idade ocorreu em 55% dos animais com até cinco
anos e em 95,5% daqueles com mais de cinco anos, considerando-se as
40 préstatas. Avaliando-se apenas as glandulas com hiperplasia, 32%
ocorreram em cées com até 5 anos e em 68% daqueles com mais de

cinco anos (Figura 33).
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Figura 33: Ocorréncia de hiperplasia de acordo com a idade do animal (N= 31).

Morfologicamente a hiperplasia epitelial apresentou-se sob
duas formas distintas: cistica ou papilifera, as vezes ocorrendo
simultaneamente na mesma glandula. Cistos e cavitagbes distribuidas
pelo parénquima prostatico caracterizaram macroscopicamente a

hiperplasia epitelial cistica (Figura 34).

Figura 34: Aspecto macroscépico da hiperplasia epitelial cistica. Notar as cavitagcbes
distribuidas pelo parénquima prostatico.




Foram classificadas como hiperplasicas cisticas as que
apresentaram acinos glandulares dilatados, irregulares, revestidos por
epitélio cubico simples que muitas vezes tornava-se achatado, com ou

sem secrecgao intraluminal (Figura 35).

Figura 35: Fotomicrografia de hiperplasia prostatica epitelial cistica. Observar os acinos

glandulares dilatados, irregulares e com secreg¢do no interior do lumen. HE, objetiva 10x.

A proliferacdo do epitélio acinar sob a forma de projecdes
digitiformes para o interior do limem, cobertas por duas ou mais camadas
de células epiteliais, caracterizaram a hiperplasia papilifera (Figuras 36 e
37).




Figura 36: Aparéncia macroscopica da hiperplasia epitelial cistica e papilifera.
Notar areas de cavitacdes (hiperplasia cistica - HC) e areas de aspecto mais

denso (hiperplasia papilifera - HP), distribuidas pelo parénquima prostético.

Figura 37: Fotomicrografia de hiperplasia prostatica epitelial papilifera. A)
Observar os acinos glandulares com proliferacdes digitiformes para o interior do
limen. HE 50x. B) Detalhe de A evidenciando a proliferacdo e a desorganizagéo

de células que compdem o epitélio da papila. HE, objetiva 20x.

Hiperplasia estromal distinguiu-se pela proliferagdo do estroma
fibroso, muscular ou de ambos em glandulas com ou sem outras

alteragdes concomitantes (Figuras 38 e 39).




Figura 38: Aspecto macroscépico da hiperplasia estromal. Observar areas

densas e sem cistos ou cavitagdes em ambas as prostatas apresentadas.

Figura 39: Fotomicrografia de hiperplasia estromal. Notar proliferacdo estromal
e acinos glandular em processo de atrofia, bem como a presenca de células
inflamatérias no intersticio. HE, objetiva 20x.

As hiperplasias complexas foram diagnosticadas quando havia
proliferacdo do estroma e do epitélio, podendo ocorrer a associagao com
as formas cistica e papilifera isoladamente ou ambas concomitantemente
(Figuras 40 e 41).




Figura 40: Aparéncia macroscopica da hiperplasia complexa. Notar a

heterogeneidade das formas.

Figura 41. Fotomicrografia de hiperplasia complexa. Observar proliferacédo

estromal (E), epitelial cistica (C) e papilifera (P). HE, objetiva 5x.

A ocorréncia concomitante dos diferentes tipos de hiperplasia

se fez presente em 58% das glandulas acometidas por esta afecgdo. A

associacao de hiperplasia papilifera e estromal na mesma proéstata foi a




mais frequente (26% dos casos). Entre as glandulas com apenas um tipo

de hiperplasia, as estromais prevaleceram (38% dos casos) (Figura 42).

10% 3% 10%
13%
38%
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Figura 42: Percentual de glandulas acometidas pelos diferentes tipos de
hiperplasia isoladamente ou concomitantemente (N=31) H. Ep. C. — hiperplasia
epitelial cistica; H. Ep. P. + C — hiperplasia epitelial papilifera e cistica; H. Es. —
hiperplasia estromal; H. Ep. P. + Es. — hiperplasia epitelial papilifera e estromal,
H. Ep. C. + Es. — hiperplasia epitelial cistica e estromal; H. Ep. P. + C. + Es. —
hiperplasia epitelial papilifera, cistica e estromal) (N=31).

As médias de idade dos animais normais, com hiperplasia
epitelial, complexa e estromal sdo apresentadas na Figura 43. Animais
com prostata normal apresentaram média de idade significativamente
menor que aqueles com hiperplasia complexa e estromal, contudo nio

diferiram estatisticamente nos caes com hiperplasia epitelial (Tabela 13).
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Figura 43: Médias de idade dos animais (em anos) normais e acometidos pelos

diferentes padrdes de hiperplasia (N=37).

Tabela 13: Médias de idade em relagdo ao diagndstico histopatologico.

Grupo Comparativo N.O Idade
Normal 6 3,502
H. Epitelial 4 5,25 %
H. Complexa 15 6,33"
H. Estromal 12 6,91°

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
N.O: Namero de Observacoes.

v/ Padronizacao da técnica de imunoistoquimica

Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

Para o anticorpo PSA a marcagao foi positiva nas células
secretoras e secregao intraluminal, quando presente, porém com algumas
particularidades em relagado as lesbes presentes nas glandulas (Figura
44). A diluicdo ideal do anticorpo foi 1:500, associada a recuperagao

antigénica com solugao de citrato pH 6,0 em forno de microondas.




Figura 44: Fotomicrografia de prostata normal. A) Citoplasma das células do
epitélio secretor com reagdo positiva para PSA, objetiva 40x/1.6x. B) Detalhe de

um acino com marcacao citoplasmatica positiva para PSA, objetiva 40x/1.6X.

Fosfatase Acida Prostatica (PAP)

A marcacdo do epitélio secretor para este anticorpo foi
especifica tanto em préostatas normais quanto hiperplasicas, contudo a
intensidade de marcagao variou de discreta a intensa (Figura 45). A
recuperacéo antigénica com citrato pH 6,0 em banho-maria, e a diluicdo

de 1:50 mostraram-se adequadas para este anticorpo.

Figura 45: Fotomicrografia prostatica mostrando marcacao uniforme do epitélio
acinar secretor de uma glandula hiperplasica. PAP, objetiva 20x.




Receptores de Estrogenos e Receptores de Andrdégenos

A padronizacao destes anticorpos em tecido prostatico nao foi
obtida mesmo apos diversas dilui¢cdes, tipos de recuperagdo antigénica,
formas de incubacao e kits amplificadores utilizados. Por este motivo tais

anticorpos nao foram utilizados no estudo imunoistoquimico.

3) Estudo imunoistoquimico

Antigeno Prostatico Especifico - PSA

A marcagao do epitélio secretor com PSA foi obtida em 100%
das glandulas normais e hiperplasicas (Figura 46), embora com variagdes
na quantidade de células marcadas e intensidade de imunorreatividade. A
unica glandula negativa para esta reagao apresentava atrofia difusa do

epitélio glandular (Figura 47).

Figura 46: Fotomicrografia de prostata hiperplasica. A) Hiperplasia Cistica. Acinos
dilatados com epitélio secretor e contetdo intraluminal imunomarcados para PSA,
objetiva 10x. B) Hiperplasia Estromal. Proliferacdo estromal (E) e acinos atréficos, mas
mantendo a atividade secretora de PSA (setas). PSA, objetiva 20x/1.25x.




Figura 47: Fotomicrografia de préstata atrofica. Notar auséncia de
imunorreatividade e atrofia acinar (setas). PSA, objetiva 40x.

A marcagdo com PSA obteve escore mais elevado (+++)
quanto a porcentagem de células marcadas e escore intermediario (++)
no que refere a intensidade em 100% das prostatas normais.

No caso das prostatas com hiperplasia epitelial, tanto o escore
++ quanto +++ foram atribuidos a 50% das gléandulas no quesito células
marcadas. Aquelas com hiperplasia complexa e estromal receberam o
maior escore (+++) na maioria das glandulas, sendo 73,3% e 50%,

respectivamente (Figura 48).

100%

80% g+

)
60% g+t

40%
[ +++
20%

0%

Normais H. Ep. H. Compl. H. Es.

Figura 48: Distribuicdo dos escores referentes a porcentagem de células marcadas,
atribuidos as glandulas normais e hiperplasicas incubadas com PSA (N=37).




No que concerne a intensidade de imunorreatividade, glandulas
com hiperplasia epitelial apresentaram escore + em 50% dos casos e ++
nos demais. Préstatas com hiperplasia complexa e estromal obtiveram
escore ++ em 66,7% e 75% do total, sendo este o escore mais frequente
(Figura 49).
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Figura 49: Distribuicdo dos escores referentes a intensidade de
imunorreatividade, atribuidos as glandulas normais e hiperplasicas incubadas
com PSA (N=37).

Fosfatase Acida Prostatica (PAP)

A imunomarcagao para este anticorpo mostrou-se negativa em
apenas uma proéstata, sendo esta atréfica (Figura 50). Por outro lado,
100% das normais e hiperplasicas obtiveram marcacao (Figura 51),
contudo nestas ultimas houve variagdo no percentual de células

marcadas e na intensidade.




Figura 50: Fotomicrografia de glandula atrofica. Observar epitélio acinar secretor

atrofico e auséncia de imunomarcacao. PAP, objetiva 40x.

Figura 51: Fotomicrografia de glandula hiperplasica com marcacao intracitoplasmatica

intensa e homogénea no epitélio acinar secretor. PAP, objetiva 40x.

A estimativa de células marcadas em glandulas hiperplasicas
demonstrou maior frequéncia de escore +++ nas epiteliais e complexas
(75% e 53,3%, respectivamente), contudo naquelas com hiperplasia
estromal tanto escore +++ quanto + obtiveram percentual semelhante

(41,7%), como ilustra a Figura 52.
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Figura 52: Distribuicdo dos escores atribuidos a glandulas normais e hiperplasicas

incubadas com PAP, quanto a porcentagem de células marcadas (N=37).

Préstatas normais obtiveram o escore mais elevado (+++) em
todos os casos, havendo variagbes apenas nas hiperplasicas quando
considerada a intensidade de marcagcao celular. Tal escore nao
predominou em nenhum dos grupos de hiperplasia, visto que o escore ++
prevaleceu nas complexas (46,6%) e igualou-se nas epiteliais (50%) e

estromais (41,7%) aos escores +++ e +, respectivamente (Figura 53).
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Figura 53: Distribuicdo dos escores atribuidos a glandulas normais e hiperplasicas
incubadas com PAP, quanto a intensidade de imunorreatividade (N=37).




A correlagédo entre os valores séricos e urinarios de PSA e a
marcagao imunoistoquimica para esta mesma glicoproteina, considerando
o percentual de células marcadas e a intensidade de imunorreatividade e
utilizando o coeficiente de Pearson, esta representada na Tabela 14.

Observou-se auséncia de correlacdo quando r<0,5.

Tabela 14: Correlagbes entre os valores séricos e urinarios de PSA e a
marcagao imunoistoquimica (N=37).

PSACM PSAINT
PSASG 0,14211 0,10204
PSAUR 0,05711 0,08699

PSASG: PSA sérico; PSAUR: PSA urinario; PSACM: ndmero de células marcadas para

o0 anticorpo PSA; PSAINT: intensidade de marcacéo para o anticorpo.

Os valores séricos e urinarios de PAP foram correlacionados
com a marcagao imunoistoquimica para tal glicoproteina em relacéo a
quantidade de células marcadas e a intensidade de imunorreatividade,
utilizando o coeficiente de Pearson, estando os resultados representados

na Tabela 15. Verificou-se auséncia de correlagao quando r<0,5.

Tabela 15: CorrelagBes entre os valores séricos e urinarios de PAP e a

marcacgao imunoistoquimica (N=37).

PAPCM PAPINT
PAPSG -0,08559 -0,15671
PAPUR -0,16118 -0,17527

PAPSG: PAP sérico; PAPUR: PAP urinario; PAPCM: nimero de células marcadas para
o anticorpo PAP; PAPINT: intensidade de marcacado para o anticorpo.

As médias, medianas, desvio padrao, erro padrao, coeficiente
de variagéo e valores minimos e maximos de todas as variaveis avaliadas

neste trabalho encontram-se descritas no Anexo G.
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DISCUSSAO

1) Estudo Laboratorial

Das variaveis hormonais séricas mensuradas neste estudo,
apenas o estrégeno apresentou valores significativamente menores nos
animais com hiperplasia epitelial em relacdo aqueles com prostata
normal. Embora a diferenca estatistica tenha sido observada apenas
entre estes dois grupos, notou-se uma tendéncia a menores valores de
estrégeno nos caes com algum tipo de hiperplasia. Brendler et al. (1983)
utilizaram beagles para verificar as mesmas variaveis hormonais
pesquisadas neste trabalho e ndo encontraram diferenca nos niveis de
estrogeno em animais de diferentes idades e com histologia variando de
normal a hiperplasica, no entanto, em dois grupos, os valores séricos
deste hormdnio também eram menores em animais com hiperplasia. Ja,
Klausner et al. (1994) afirmam que as concentragbes de estrogeno
permanecem constantes em caninos adultos inteiros.

Uma observagdo importante apontada por Brendler et al.
(1983) é a proporcgao testosterona/estrégeno que se altera com o decorrer
da idade, o que reflete no aumento gradual da glandula, especialmente no
desenvolvimento da HPB. Esta relagdo hormonal em desequilibrio
também foi notada neste estudo, sendo melhor visualizada na Tabela 6.

Em contradicdo aos achados desta pesquisa, Lloyd et al.
(1975) encontraram altas concentragdes séricas e teciduais de estrogeno
em animais com hiperplasia. Embora o fundamento de ambos os
trabalhos seja semelhante, resultados tao dispares podem ser explicados
pelo numero de animais e pela metodologia empregada na dosagem
hormonal dos dois estudos. Lloyd et al. (1975) utilizaram apenas seis
caes e um protocolo local para a mensuragao hormonal, em comparagao
aos quarenta caes e o kit comercial especifico (estradiol 3% geracao -
ultra-sensivel - duplo anticorpo) utilizados neste estudo.

Semelhante a Lloyd et al. (1975), os resultados de Souza e

Toniollo (1999) sustentam que caes idosos (acima de sete anos)




apresentam niveis séricos maiores de estrogeno quando comparado aos
de jovens (um a trés anos) e jovens adultos (quatro a seis anos). O
distinto agrupamento etario dos animais e o fato do aspecto histolégico
nao ter sido avaliado podem ser a base das dessemelhancas entre o
trabalho de Souza e Toniollo (1999) e o que se apresenta. Recentemente
Kawakami et al. (2001) também obtiveram valores plasmaticos de
estrégeno maiores em caes com hiperplasia prostatica, especialmente
naqueles com azospermia.

Um fato interessante observado no presente estudo € que além
do estrégeno diminuir nos animais com proéstata hiperplasica em relagao
aqueles com histologia normal, os valores deste hormdénio oscilaram em
funcao do tipo de hiperplasia, sendo menores nas epiteliais e maiores nas
complexas. Com base nestes dados foi possivel visualizar uma relagao
direta entre o diagndstico histologico, a idade do animal e o nivel sérico
de estrogeno, constatando-se que animais com hiperplasia epitelial eram
adultos jovens (5,25 anos) e apresentaram o0s menores valores
estrogénicos. Em contraste, caes com hiperplasia complexa eram mais
velhos (6,33 anos) e demonstraram os maiores valores de estrégeno. De
forma similar Cochran et al. (1981) obtiveram um perfil estrogénico
variado a depender da idade e do aspecto histolégico da glandula. Apesar
de nao terem classificado o tipo de hiperplasia, cdes jovens com prostata
hiperplasica apresentaram menores valores em relagdo aos jovens
normais e idosos com hiperplasia.

Os niveis séricos de testosterona e diidrotestosterona se
mantiveram semelhantes nos quatro grupos estudados (Tabela 6), sendo
que Juniewicz et al. (1994) e Crone et al. (1998) obtiveram resultados
similares quando compararam animais inteiros com hiperplasia e
castrados normais e com hiperplasia. Vale ressaltar que os caes
castrados dos estudos supracitados foram submetidos a reposicao
hormonal imediata ou tardia apos a esterilizagcao, por isso apresentaram

algum tipo de hiperplasia e valores hormonais préximos aos dos animais




inteiros. Na presente pesquisa apenas um animal era castrado e nao
recebeu tratamento hormonal, apresentando atrofia glandular e baixos
niveis de testosterona, diidrotestosterona e estrogeno. Da mesma
maneira, Juniewicz et al. (1993) observaram atrofia glandular difusa e
marcado decréscimo na testosterona sérica de beagles castrados.

Apesar de analogos, os valores de testosterona foram menores
nos caes com hiperplasia em relagdo aos normais, exceto naqueles com
hiperplasia epitelial, sendo que Kawakami et al. (2001) encontraram
resultados semelhantes. O mesmo ocorreu com a diidrotestosterona, que
tendeu a diminuir nos grupos com hiperplasia, afora naqueles com o tipo
complexa. Seguindo o mesmo principio, Barsanti e Finco (1992) e
Klausner et al. (1994), descrevem o declinio das concentracdes desses
androgenos com o decorrer da idade.

Lowseth et al. (1990) notaram um perfil inconstante para a
variavel testosterona em decorréncia da idade e do diagnéstico
histolégico da prostata, sendo todos os caes acima de seis anos
portadores de algum tipo de HPB. Estes pesquisadores apontaram o
declinio da testosterona sérica em animais até nove anos e o
restabelecimento desses niveis a partir dos doze. Tal aumento nao foi
observado nesta pesquisa, pois 0 animal mais velho apresentava onze
anos de idade.

Em contrapartida, no trabalho de Lloyd et. (1975) nao foi
observada diferenca entre os grupos normal e com hiperplasia no que diz
respeito a concentracao sérica e tecidual de testosterona, mas cées com
glandula hiperplasica apresentaram valores numéricos maiores que
aqueles com aspecto histologico normal. Da mesma forma, Souza e
Toniollo (1999) observaram uma tendéncia a maiores concentragbes de
testosterona em fungdo da idade do animal, embora ndo tenha
encontrado diferenga significativa entre os grupos avaliados, nem

determinado o perfil histologico da prostata desses caes.




Reafirmando a diversidade de resultados dispares presentes
na literatura, Ewing et al. (1983) sdo enfaticos ao colocar que nao ha
diferenga significativa nas concentragbes de diidrotestosterona tecidual
quando comparadas prostatas normais e hiperplasicas, mas apontam
com clareza a variagédo deste andrégeno em fungédo da idade, visto que
obtiveram um perfil bifasico onde caes adultos jovens apresentaram os
maiores niveis de diidrotestosterona em relagao aos jovens e idosos.

Por outro lado, Meikle et al. (1981) concluiram que este
androgeno se encontra em maior quantidade em glandulas hiperplasicas
que nas normais, sendo um fator consistente para o desenvolvimento da
HPB em caes adultos inteiros. Também Isaacs (1983) afirma o aumento
das atividades responsaveis pela produgdo de diidrotestosterona nas
hiperplasias, mas sem o concomitante aumento nos processos de lise
desse esterdide, sugerindo que tais alteragdes aumentam a habilidade
tecidual para a formagao de DHT nos casos de HPB.

Embora tenha sido diagnosticado apenas um caso de
carcinoma prostatico e em concomitancia com hiperplasia complexa, a
testosterona deste animal se manteve entre os valores mais baixos
quando comparado aos demais. Este perfil hormonal é similar ao
observado em um estudo humano de céancer prostatico, onde os niveis
séricos de testosterona e estrogeno eram mais baixos em relagdo aqueles
com hiperplasia (Schatzl et al., 2001). Nao foram encontrados dados na
literatura sobre valores hormonais em caes com neoplasia prostatica.

A interpretagdo dos dados laboratoriais foi uma tarefa ardua
devido as inumeras metodologias utilizadas e formas de apresentagao
das diferentes pesquisas sobre préstata canina no ambito nacional e
internacional. No entanto, verificou-se que ndo ha um padrao ou perfil
hormonal sérico para animais de diferentes faixas etarias e com afecgdes
prostaticas distintas. Ao contrario, foi possivel constatar que o mais
importante ndo sdo os valores maiores ou menores de um ou outro

horménio e sim o desequilibrio na relagao entre estes.




Mais ainda, tal desproporcao é fato concreto com o avancar da
idade e primordial ao desenvolvimento das lesdes prostaticas no cao,
sobretudo da HPB. Dentre os artigos veterinarios consultados, Brendler et
al. (1983) sao dos poucos que reportam o valor desta propor¢gdo hormonal
alterada como ponto chave na evolugao do tecido prostatico. No que diz
respeito aos humanos, Griffiths et al. (1991) também descrevem a
importancia da relagdo estrégeno/andrégeno na génese dos processos
morbidos da prostata.

Similar ao observado neste estudo, Souza e Toniollo (1999)
encontraram ampla variagdo nas concentragdes séricas hormonais dentro
de cada grupo, indicada pelos altos desvios padrédo. A mensuragao
hormonal € uma variavel muitas vezes incontrolavel, visto as normais
oscilagbes em decorréncia do ritmo circadiano. Sabendo disso, as
colheitas sanguineas foram realizadas sempre no periodo da manha em
todos os animais para diminuir possiveis problemas com tais variaveis. A
este respeito, Feldman e Nelson (1996) afirmam que o ideal é a utilizacao
da média de trés a seis dosagens obtidas em intervalos de 30 a 60
minutos, contudo, este protocolo torna-se impraticavel, principalmente
devido ao custo dos kits e manipulagdo dos animais.

Apesar do =zelo dispensado no controle das variaveis
estudadas, nao se pode relevar outros fatores que interferem na produgao
de tais hormdnios, como idade, estresse e status geral de cada individuo.
Talvez, devido a tudo isso rarissimos autores apresentem valores normais
de referéncia para esses hormbnios e a maioria trabalhe com base nos
dados de cada estudo. Diante dos resultados foi possivel constatar
grande variabilidade nas concentracdes séricas de estrogeno e
androgenos, especialmente em fungdo do tipo de lesdo do tecido
prostatico. No entanto, ndo é possivel determinar um intervalo de variagao
padrao confiavel em que se possa fundamentar ou suspeitar de uma

les&o prostatica benigna ou maligna.




Quanto as glicoproteinas mensuradas no plasma e na urina
dos cées, apenas a variavel PSA sérico foi significativamente menor em
animais com prostata normal em relagao aqueles com hiperplasia epitelial
e, de modo geral, aos demais tipos de HPB. Embora os valores
detectados estejam muito abaixo dos referenciais para o homem (até
quatro ng/ml), foi observado que, assim como em humanos, este
marcador prostatico pode aumentar em individuos portadores de
hiperplasia (Oesterling, 1991; Hasui et al., 1994; Kozlowski, 1999;
Montinori et al., 2000). Apesar de nao diferir estatisticamente entre os
grupos comparados, o PSA urindrio também foi detectado e com
tendéncia a aumentar em caes com hiperplasia prostatica, conforme
ilustra a Tabela 7.

Da mesma forma Laufer Amorim (2001) detectou a presenca
de PSA no soro e na urina de caes. Em contrapartida, Bell et al. (1995) e
Souza (1998) também visaram a dosagem desta varidvel na espécie
canina e obtiveram resultados negativos, empregando a técnica de ensaio
imunoenzimatico de microparticulas (MEIA). Talvez, a metodologia e o kit
utilizados justifiquem resultados opostos, visto que o método proposto
nesta pesquisa e por Laufer Amorim (2001) foi o da
eletroquimioluminescéncia.

Com relagdo aos valores sérico e urinario de PSA encontrados
no cdo com carcinoma prostatico, estes se mantiveram préximos as
concentragbes mais baixas, estando de acordo com Klausner et al. (1994)
os quais afirmam que os niveis desta glicoproteina sao tipicamente
normais em animais com neoplasia prostatica, ao contrario da espécie
humana, onde valores mais elevados associados a outras alteracdes
como palpagao retal e ultra-sonografia, sao indicativos de tumor (Aziz,
1995; Karakiewicz e Aprikian, 1998; Montinori et al., 2000). Para Clements
et al. (1992) o aumento nas concentragdes de PSA é possivel tanto nos

casos de HPB quanto de CP, mas niveis extremos indicam malignidade,




ja valores entre 4 e 10 ng/ml sdo mais dificeis de interpretar e tornam tal
marcador pouco efetivo como indicador inicial de neoplasia.

Na presente pesquisa foi utilizado um kit comercial humano
para a mensuragao do PSA sérico e urinario, sendo realizada apenas a
contagem total desta glicoproteina. A validade do PSA sérico na
diferenciagdo dos processos prostaticos benignos e malignos reside na
interpretacado das diferentes formas deste marcador prostatico no soro de
pacientes humanos, visto que em ambas as situacdes o PSA total pode
estar aumentado, mas o que distingue HPB de cancer sdo as altas
concentracbes da forma livre de PSA na primeira afecgdo e niveis
elevados de PSA conjugado nos casos de neoplasia (Graves, 1993;
Barroso e Zerati, 1997; Potter et al., 1999; Montinori et al., 2000; Khan et
al., 2003). Talvez, estudos com maior numero de animais acometidos por
carcinoma prostatico e kits espécie especificos sejam eficientes em
verificar se ha diferentes formas deste marcador biolégico no soro de
cades e a importancia disso em relacdo ao diagndstico das lesdes
prostaticas nesta espécie.

Karr et al. (1995) ndo encontraram genes semelhantes ao PSA
humano em caninos, contudo diversos autores reportam similaridades
fisioloégicas e bioquimicas entre esta glicoproteina humana e a esterase
prostatica secretdria canina (CPSE), o maior produto de secrecdo da
préstata canina (Frenette et al., 1987; McEntee et al., 1987; Johnston et
al., 2001; Gobello et al., 2002). Dada tais analogias bioquimicas e a alta
sensibilidade do kit empregado neste estudo, questiona-se a possibilidade
de reacao cruzada e por isso a detecgao de valores muito baixos no soro
desses caes. Se realmente esta hipotese fosse valida, tratar-se-ia de uma
reacgao falso-positiva, constituindo um novo motivo para mais uma vez
descartar, como valor diagnéstico, a dosagem de PSA na espécie canina,
como coloca Swinney (1998).

Na verdade, as tentativas de se dosar PSA nos caes partem do

principio das similitudes entre as afecgdes que ocorrem nas espécies




canina e humana, mas diante dos resultados é razoavel a constatacao de
que dessemelhancas existem e provavelmente conduzem a efeitos
distintos em determinadas circunstancias, como a alta e a baixa
incidéncia das neoplasias prostaticas no homem e no cao,
respectivamente. No entanto, os achados também suportam o PSA como
um marcador util para determinar a presenca de lesdo na préstata canina,
mas nao qualificar a mesma, fato também descrito por Oesterling (1991) e
Armbruster (1993). Ainda, mais estudos sdo necessarios para determinar
os valor normal maximo e o alterado minimo na espécie canina.

No que diz respeito a PAP, nao foi observada diferenca entre
0s grupos comparativos, mas € nitido o aumento na concentracdo desta
glicoproteina em fungéo do tipo de hiperplasia, especialmente da forma
complexa, conforme os dados apresentados na Tabela 8. Tais achados
estdo de acordo com Corazza et al. (1994) que encontraram valores
séricos de PAP (total, prostatico e nao-prostatico) particularmente
elevados em cdes com HPB e valores ainda maiores em animais com
neoplasia prostatica. Apesar de nédo ter se fundamentado no diagndstico
histolégico, Laufer Amorim (2001) também detectou acréscimo nos
valores séricos e urinarios de PAP em funcéo da idade. Vale ressaltar que
93% desses animais apresentavam algum tipo de lesdo prostatica, sendo
mais frequente as hiperplasias.

Em contraposigdo, Souza (1998) descreve o decréscimo da
concentracado sérica de PAP em fungao da idade. O fato de terem sido
empregados kits comerciais humanos, mas diferentes pode justificar
resultados desiguais em ambos os trabalhos. Por outro lado, Klausner et
al. (1994) e Bell et al. (1995) afirmam que ndo ha diferenca na dosagem
de PAP quando comparados caes com préstata normal e com diferentes
tipos de afeccéo.

Quando o assunto é neoplasia, Weaver (1981) e Corazza et al.
(1994) ndo excluem a possibilidade de carcinoma naqueles caninos com

baixas concentragdes séricas de PAP, fato observado no unico caso de




CP deste estudo, o qual ndo demonstrou aumento discrepante em relagao
aos demais, mantendo-se entre os niveis mais baixos. Por este motivo
tais autores acreditam que a mensuragao sérica desta glicoproteina nao
demonstra valor diagnostico para neoplasia prostatica na espécie canina.
Adversamente, em humanos, altos niveis de PAP sérico
apontam para adenocarcinoma de origem prostatica e com localizagao
extraglandular, especialmente em ossos e linfonodos. Segundo Stamey et
al. (1987), Oesterling (1991) e Alivizatos et al. (1992), a PAP apresenta
maior especificidade, enquanto o PSA maior sensibilidade, sendo a
interpretacdo das diferentes formas do PSA sérico (total e livre) ponto
chave no aumento da acuracia deste marcador. Este diferencial torna tal
glicoproteina a ferramenta de escolha para o diagndstico de CP em
humanos nos dias de hoje (Souza e Toniollo, 2001; Khan et al., 2003).
Quanto aos caes, muito tem sido realizado, mas até o
momento ndo se conhece um marcador biolégico ideal para as afecgdes
prostaticas desta espécie (Swinney, 1998; Souza e Toniollo, 2001). Além
dos valores das mensuragdes independentes, foi realizada a correlagao
entre PSA e PAP séricos e urinarios, ndo sendo observada associagao
entre tais variaveis. Laufer Amorim (2001) obteve resultados similares e,
em contraposicado, Irani et al. (1996) descrevem que a proporgao
sérico/urinaria de PSA ¢é util para distinguir HPB e CP em humanos.
Embora a utilizacdo de marcadores prostaticos tenha
revolucionado o diagndstico das doengas prostaticas, especialmente a
HPB e o céancer no homem, persiste a necessidade de uma avaliacédo
minuciosa e heterogénea, empregando diferentes meios diagnosticos
para a precisa imposi¢ao do tipo de lesdo prostatica em cada individuo.
Quanto aos cées, é certo que a prostata canina secreta inumeras
proteinas, no entanto estas diferem daquelas produzidas na espécie
humana quanto a quantidade, qualidade e atividade biologica, restringindo
comparagdes exatas e limitando o uso desses marcadores no diagnostico

das afecgdes prostaticas caninas.




2) Avaliacdo Anatomopatologica

v' Estudo Morfoldgico

A avaliacdo anatomopatoldgica foi fundamentada a partir do
diagndstico histopatoldgico, sendo as préstatas divididas em quatro
grupos: normal, hiperplasia epitelial, complexa e estromal. Ainda, foram
obtidos os dados de uma glandula atrofica e de duas com prostatite.

Prostatas com hiperplasia epitelial apresentaram peso
significativamente maior em relagdo as normais e estromais. Apesar de
nao terem agrupado os animais da mesma forma, Zirkin e Strandbreg
(1984) encontraram padrédo semelhante, visto que grupos com caes
portadores de hiperplasia demonstraram média de peso maior que
aqueles com orgao de histologia inalterada. Outro paralelo que pode ser
tracado é a respeito da idade dos cdes em relagdo ao diagndstico
microscopico, ja que a maior média de idade dos hiperplasicos foi de 6,9
anos no presente trabalho e 6,4 anos no estudo citado.

Reafirmando os dados aqui apresentados sobre o aumento de
peso e volume graduais da préstata canina em funcdo da idade e da
presenca de HPB, Lowseth et al. (1990) apresentam médias muito
préximas dos grupos da mesma faixa etaria deste trabalho. Um fato
interessante e légico aqui encontrado foi o declinio do peso e volume
prostaticos daqueles espécimes com hiperplasia estromal. Embora os
autores referidos nao tenham especificado o tipo de HPB, estas variaveis
também foram menores no grupo de animais com doze anos e talvez este
fosse composto por caes com hiperplasia estromal predominante.

Também Crone et al. (1998) obtiveram peso prostatico duas
vezes maior no grupo de animais com 100% de HPB em relagéo aqueles
com a mesma afecgdo, mas em porcentagem menor. Ainda, a prostata
atréfica demonstrou o menor peso e as com prostatite, média logo acima

das normais, sugerindo que o processo inflamatério também resulta em




aumento de peso do 6rgao, seja pelo aumento dos constituintes celulares
ou pelas alteragdes circulatorias decorrentes do processo inflamatorio. A
este respeito Lowseth et al. (1990) referem a presenca de infiltrado
inflamatorio primariamente intersticial e com tendéncia a aumentar em
decorréncia da idade, sendo tais circunstancias também observadas
nesta pesquisa. Outro dado apresentado por tais pesquisadores se refere
a proporcao dos componentes epitelial e estromal que diminui e aumenta,
respectivamente com o avangar da idade, justificando maior incidéncia de
hiperplasia epitelial aos 5,2 anos e o tipo estromal aos 6,9 anos.

Utilizando medidas ultra-sonograficas, Souza e Toniollo (1999)
concluiram que animais idosos apresentam prostatas mais pesadas
devido a localizagdo abdominal apresentada pela maioria das glandulas
nos caes entre sete e onze anos, contudo ndo foi verificada diferenca
estatistica entre os grupos. Embora n&o tenham realizado exame
histopatoldgico, estes resultados sdo paralelos aos deste estudo que
confirma tal aumento e diretamente relacionado a presenca de HPB.

Di Santis (2003) conduziu uma pesquisa com prostatas
caninas, utilizando metodologia similar a empregada nesta avaliagdo e
também encontrou 0 menor peso nas hiperplasias estromais quando
comparado aos demais tipos da afecgdo. No trabalho supracitado,
glandulas normais apresentaram menor peso e volume em relagdo a
todas as formas de HPB, contrariamente ao observado neste estudo,
onde prostatas com hiperplasia estromal demonstraram média de peso e
volume menores que as normais. Tal diferengca pode ser explicada pelas
meédias de idade dos grupos normais de ambos os relatos, visto que no
primeiro foi de 1,8 anos e no segundo 3,5 anos, periodos de evolugéo
tecidual distintos, sendo o ultimo mais adiantado e a prostata mais
pesada.

Quanto as mensuragbes de comprimento, largura e altura, os
menores valores corresponderam a glandula atrofica, seguidos pelas

médias de hiperplasia estromal para estas mesmas variaveis. Ja os




animais portadores de HPB epitelial representaram o grupo com medidas
opostas, caracterizando préstatas de maiores dimensdes em relacdo a
todos os demais tipos histologicos estudados. Como descrito, as
glandulas apresentaram medidas heterogéneas a depender da
classificagado histomorfolégica. Um perfil variado também foi notado por
Atalan et al. (1999), onde préstatas atréficas, normais, com prostatite,
hiperplasicas e neoplasicas foram classificadas de acordo com as
menores para maiores mensuragbes, respectivamente. As poucas
divergéncias entre tais descrigdes podem ser justificadas pela forma de
agrupamento dos animais, visto que os referidos autores nao
subclassificaram a hiperplasias.

De fato, o mais importante é que independente do tipo, todas
as glandulas com HPB tém suas dimensdes alteradas de modo geral e
podem apresentar formas distintas (Souza e Toniollo 1999) que resultam
em medidas variaveis entre os estudos realizados. Confirmando tal
verossimil, Di Santis (2003) também obteve variacdo no que concerne as
mensuragdes prostaticas de comprimento, largura e altura. Outro detalhe
que deve ser ressaltado € que ndo ha um padrdo histolégico para as
hiperplasias na espécie canina, sendo observadas as mais inesperadas
combinagdes, 0 que mais uma vez explica contornos e medidas distintas
apresentadas nos estudos de ambito nacional e internacional.

Ainda, autores afirmam que o tamanho e o peso da prostata
canina podem variar em fun¢ao da idade, raca, peso corpoéreo e afecgdes
que a glandula possa apresentar (Feldman e Nelson, 1996; Chew, 1997),
sendo mais comum devido a presenca de HPB (Poulet, 1985; Olson et al.,
1987; Krawiec, 1989; Purswell et al., 2000; Johnston et al., 2001).




v' Avaliacao histopatolégica das préstatas

Dentre as glandulas avaliadas, a maior parte apresentou
alguma alteragcdo histomorfolégica (85%) e destas, a grande maioria
demonstrou mais de uma afecgdo concomitantemente (91%), situagao
frequentemente descrita na literatura veterinaria (Barsanti e Finco, 1992;
Krawiec e Heflin, 1992; Muzzi et al., 1999; Di Santis, 2003). E valido
ressaltar que tal simultaneidade dificulta o diagndstico na pratica do dia-a-
dia e a utilizagdo do cado como modelo experimental para as hiperplasias
na espécie humana, ja que esta é primariamente de padrdao estromal
(Bartsch et al., 1987; Siegel et al., 1990; Shapiro et al., 1992a e b; Deering
et al., 1994, Ishigooka et al., 1996; Zlotta et al., 1996).

Esta ultima colocagao constitui um paradoxo no que tange aos
modelos experimentais para estudo das doengas prostaticas do homem,
pois ao mesmo tempo em que 0s caes compreendem a Unica espécie nao
humana com alta frequéncia de doencas prostaticas e evidéncias de
similitudes na etiopatogenia da HPB e cancer (Aquilina et al.,, 1998;
Bostwick et al., 2000; Cornell et al., 2000; Leav et al., 2001), apresentam
baixa incidéncia e longo periodo de laténcia no que se refere as
neoplasias, e diferengcas morfofisioldgicas que limitam comparagdes
precisas (Bruengger et al., 1983; Pylkkanen et al., 1996). Mais cautelosos
Bartsch e Rohr (1980) e Wilson (1980) admitem que o modelo & valido
quando direcionado ao carater enddcrino da patogenia dos processos,
que sao similares, e consideram que diferengas histolégicas assumem
papel secundario.

Em relacdo a frequéncia das afecgdes prostaticas caninas,
representada em maior numero pelas hiperplasias (77,5%), grande parte
dos trabalhos também refere tal incidéncia (Poulet, 1985; Lowseth et al.,
1990; Oliveira et al., 1996; Barsanti, 1999; Johnston et al., 2000, Teske et
al., 2002; Di Santis, 2003), exceto Krawiec e Heflin (1992) que descrevem
as prostatites como as de maior ocorréncia. No entanto, estes mesmos

autores afirmam ter subestimado os casos de HPB, pois nao




consideraram animais com aumento de volume prostatico sem avaliagao
histopatoldgica.

Quanto ao tipo histolégico das HPB'’s, a maioria (48%) foi
classificada como complexa, situacdo também notada por Di Santis
(2003). No quesito idade observou-se que, independente do tipo, 68% dos
caes portadores de HPB apresentavam mais de cinco anos, o que nao
difere dos dados encontrados na literatura (Lowseth et al., 1990; Barsanti
e Finco, 1992; Johnston et al., 2001; Laufer Amorim, 2001).

Uma relagéo entre a idade e o tipo histolégico de HPB pdde ser
realizada, e nesta, animais com as médias de idade 5,2; 6,3 e 6,9 anos
apresentaram as formas epitelial, complexa e estromal, respectivamente.
Di Santis (2003) também obteve perfil semelhante, apesar de ter
agrupado os animais de forma distinta a este estudo. Este achado sugere
que caes adultos jovens, adultos e idosos tendem a desenvolver os tipos
epitelial, complexo e estromal, nesta ordem, com o avangar da idade.
Ainda, a média de idade dos animais com préstata normal foi
estatisticamente menor que a daqueles com HPB complexa e estromal,
confirmando que tais formas sao caracteristicas de caes adultos e idosos.

Embora ndo seja o cerne desta pesquisa, € oportuna a
discussao sobre o consagrado termo “hiperplasia prostatica benigna” ou
HPB, o qual caracteriza redundéncia absoluta, jda que o conceito de
hiperplasia inclui por principio caracteristicas de benignidade, o que é
claro em qualquer literatura de patologia basica. Por exemplo, Mattos
(1999) conceitua tal lesao proliferativa como o aumento do numero de
células em um 6rgdo ou parte dele, em consequéncia do aumento do
ritmo de divisdo celular, mas com manutencao do padrao morfofuncional
das mesmas.

Cotran et al. (1999) também discorrem sobre a nomenclatura
da hiperplasia prostatica do homem e a denominam hiperplasia nodular,
visto que nesta espécie esta é primariamente estromal, de localizagao

periuretral e aspecto nodular. Quanto aos cdes ndao ha um padrao




histolégico ou macroscopico em que se possa fundamentar uma
terminologia que caracterize tal lesdo, no entanto, a designagao
“hiperplasia prostatica canina” ou HPC parece mais apropriada e
coerente.

Displasias, dilatagdes e atrofias glandulares foram observadas
frequentemente em meio as HPB’s, assim como a presenca de infiltrado
inflamatério mononuclear intersticial periacinar. Tais circunstancias
também sao descritas por Laufer Amorim (2001) e Di Santis (2003) como
sendo as lesbes mais ocorrentes simultaneamente as HPB’s, o que
justifica o numero de alteragbes maior que o de prostatas avaliadas.
Johnston et al. (2001) colocam que além da prépria HPB, a grande
quantidade de microorganismos presentes na uretra periprostatica, o
status imunolégico do animal, doengas do trato urinario e da prostata,
bem como alteragdes do fluido prostatico, compreendem alguns dos
fatores predisponentes para a determinagdo dos quadros de prostatite
canina.

A este respeito € pertinente apontar os efeitos em cascata que
ocorrem no tecido prostatico a partir do desequilibrio hormonal, o que leva
ao aumento do 6rgao, tornando impossivel a avaliagdo isolada dos
diferentes processos que culminam com a insuficiéncia funcional da
glandula. Na verdade, em boa parte dos casos, uma afecgéo suscita outra
e resulta em um quadro complexo, fato que também justifica o elevado

numero de casos de HPB em associacdo com as lesdes citadas.

Corroborando esta linha de pensamento, Mahapokai et al.
(2001) acreditam que a infiltragdo mononuclear intersticial junto as
hiperplasias representa a reposta do hospedeiro mediante a proliferacao,
e ndo uma alteracdo secundaria a infeccdo cronica. Assim como nesta
pesquisa, também observaram linfocitos no espaco intersticial, proximos
as células epiteliais, bem como em areas de atrofia glandular. Ainda,
como trabalharam com HPB induzida, notaram resposta inflamatéria

menos pronunciada naqueles caes tratados apenas com andrégenos.




Esta observacao justifica achados microscépicos tdo variados em termos
de quantidade de células inflamatdrias e reagédo tecidual, ja que nas
HPB’s espontaneas podem ocorrer desequilibrios hormonais dos mais
variados possiveis.

Além das displasias leves e moderadas, foram diagnosticadas
PIN em 37,5% das préstatas, contra os 66, 55 e 72% encontrados por
Waters et al. (1997), Waters e Bostwick (1997b) e Aquilina et al. (1998),
respectivamente. Valores distintos podem ser explicados pelo numero de
animais, forma de agrupamento e metodologia utilizados nos estudos,
visto que todos estes autores trabalharam com cées portadores de
neoplasia, e neste, a maioria constituiu HPB e ndo se empregaram
métodos imunoistoquimicos para caracterizar imunologicamente tais
lesdes, apenas caracteristicas histomorfologicas.

Embora seja sinbnimo de neoplasia, o termo PIN, atualmente
aceito e amplamente empregado, é direcionado a lesbes prostaticas
exclusivamente intra-epiteliais, anteriormente denominadas displasias
intraductais, hiperplasia atipica acinar, hiperplasia com marcada atipia,
displasia ducto-acinar e até carcinoma in situ (Bostwick e Brawer, 1987;
Bostwick, 1995). Contudo, é imprescindivel o conceito da origem do
processo, que procede de displasias severas e possui alto potencial
invasivo (Algaba, 1997; O’Shaughnessy et al., 2002).

O fato é que até a publicacdo de Waters et al. (1997) ndo havia
relatos sobre a presenca da PIN em caes, tdo pouco a respeito de seu
comportamento biolégico, aspectos histoimunoldégicos e associagdo com
HPB e CP, sendo que nesta pesquisa foi observada concomitancia em
48,4 e 100% dos casos, respectivamente. Ainda, 58,3% constituiram
associacao de hiperplasia estromal e PIN. A alta simultaneidade
encontrada entre PIN e CP, em contraste com os 72% relatados por
Aquilina et al. (1998) justifica-se pela presenga de apenas um carcinoma
aqui diagnosticado.

Muito se conhece sobre préstata, no entanto, permanece a
grande incognita: “Se caes apresentam alta incidéncia de PIN, que é




considerada uma lesdo pré-maligna ou pré-invasiva, por que nao
desenvolvem carcinoma prostatico com a mesma frequéncia que os
humanos?”. Talvez o longo periodo de laténcia do CP canino (Pylkkanen
et al., 1996), a menor longevidade desta espécie (Waters et al., 1998), a
dieta, fatores genéticos (De Marzo et al., 1999), assim como a presenga
de apenas uma glandula sexual acessoéria, sejam diferengcas que
constituam a melhor resposta até o momento.

Outra questao ainda nao esclarecida a contento diz respeito ao
grande numero de prostatas caninas com associagao de hiperplasia do
tipo estromal, infiltrado inflamatério periacinar predominantemente
mononuclear, atrofia glandular e PIN, sendo necessarios mais estudos
com enfoque a tal concomitancia. Especulagdes sugerem que fatores de
crescimento liberados pelas células inflamatérias, especialmente os
linfocitos, sdo responsaveis por parte desta circunstancia, pois estimulam
a proliferagdo de matriz intersticial, vascularizagao, células epiteliais e
estromais (Lee et al, 1997).

No que concerne ao CP, este foi observado em apenas uma
préstata, o que representa 2,5% do total de glandulas avaliadas, sendo
este valor préximo aos 3,5% encontrados por Weaver (1981), e ndo muito
discrepante da prevaléncia de 0,2 a 0,6% descrita por Bell et al. (1991).
Em contrapartida, Teske et al. (2002) relatam 13% de carcinoma
prostatico do total de 246 animais estudados. Mesmo assim tal percentual
foi o menor quando comparado aos 19,3 e 57,1% de prostatite e HPB
diagnosticados. Numeros tdo variaveis sao reflexo da amostra utilizada
em cada estudo e, embora oscilantes, estes sempre apontam
unanimemente para a baixa incidéncia desta afec¢ao na espécie canina.

A neoplasia prostatica € considerada uma doencga senil, tanto
no homem quanto no cao (Bell et al., 1991; Armbruster, 1993; Aquilina et
al., 1998; Waters et al., 1998; Cornell et al., 2000; Verhagen et al., 2002;
Teske et al., 2002). O unico animal portador de CP desta avaliagéo tinha
9 anos, era mestico e de grande porte (35Kg), caracteristicas também
descritas por Swinney (1998) em um relato de cinco casos.




3) Estudo Imunoistoquimico

O anticorpo anti-PSA foi habil em marcar as células epiteliais
secretoras e a secrecdo intraluminal quando presente, em prostatas
normais e hiperplasicas. Tais achados sdo condizentes com o padréo
observado em humanos (Cavalcante e Alves, 1999), contudo, foram
observadas algumas peculiaridades em relagdo a quantidade de células
marcadas e intensidade de imunomarcagéo.

Glandulas com histologia normal apresentaram
homogeneidade em numero de células e intensidade de marcacéo, ja as
hiperplasicas demonstraram variagdo com tendéncia a diminuir a
quantidade de células marcadas e a intensidade de imunorreatividade,
especialmente naquelas com o tipo estromal. Estes resultados estdo de
acordo com McEntee et al. (1987) que descrevem tal variagdo, além da
negatividade encontrada nas prostatas atréficas, o que também foi
detectado no unico caso de atrofia deste estudo. Outros dois aspectos
interessantes notados em ambos os trabalhos foram a localizagdo
citoplasmatica apical e a aparéncia granular da reagéo.

A imunorreagédo negativa na glandula atréfica e a tendéncia a
menor marcagao e intensidade nas hiperplasicas pode ser justificada pelo
fato do PSA ser uma das glicoproteinas que representam a atividade
secretora do epitélio prostatico (McEntee et al., 1987), a qual tem sua
funcao alterada nos casos de lesao deste tecido.

No que diz respeito ao anticorpo anti-PAP foi observado efeito
semelhante a glicoproteina PSA, sendo 100% positivo e com os escores
mais elevados para a contagem de células marcadas e intensidade em
préstatas normais. Por outro lado, glandulas hiperplasicas diminuiram
seus escores de quantidade celular imunomarcada e luminosidade de
reacdo, sendo que tais achados reproduzem aqueles relatados por
Aumuller et al. (1987) e McEntee et al. (1987). Ainda, estes mesmos

autores reportam imunomarcagdo negativa em animais com atrofia




prostatica, localizagdo intracitoplasmatica apical e aspecto granular nas
células positivas, circunstancias estas também notadas neste estudo.

Além da determinagao dos escores individuais de PSA e PAP
quanto ao numero de células marcadas e intensidade de reagdo, foi
realizada a correlagdo entre as subvariaveis sérica, urinaria, células
marcadas e intensidade de PSA, bem como entre estas mesmas
subvariaveis de PAP, ndo sendo observada associagdo entre tais
variaveis. Ainda, nao foram encontrados dados na literatura que
pudessem ser comparados e discutidos.

A despeito dos diferentes anticorpos, diluigdes, recuperagdes
antigénicas, tempos de incubacado e kits amplificadores utilizados, a
marcagao imunoistoquimica n&o foi obtida para estrégeno e andrégenos.
Com relagdo ao estrégeno, resultados contrapostos foram obtidos por
Schulze e Barrack (1987), que marcaram o nucleo de células epiteliais e
estromais da prostata de cdes normais e com hiperplasia, utilizando o
anticorpo monoclonal anti-E; (clone H222). Embora estes autores tenham
conseguido imunorreatividade em ambos os componentes celulares
prostaticos (epitélio e estroma), esta reagédo foi predominante na regiao
periuretral, independente do aspecto histoldégico da glandula. Com isso
constataram que a sensibilidade da prostata ao estrogeno é heterogénea
e, se realmente o estrogeno esta envolvido na génese da HPB,
aparentemente atua de forma seletiva e ndo uniformemente como se
supoe.

Surpreendentemente, o epitélio glandular das préstatas de um
dos grupos com HPB induzida ndo apresentou imunomarcagao, indicando
que os receptores de estrogeno de tal componente ndo estado envolvidos
na patogenia do processo ou que os diferentes tipos desta afecgdo tém
etiologias distintas. E importante ressaltar que os autores supracitados
trabalharam com a técnica de imunocitoquimica, enquanto a presente
pesquisa visou a marcacao celular in situ em material incluido em

parafina, o que justifica achados desiguais.




Em relagdo aos humanos, Bonkhoff et al. (1999) foram habeis
em detectar receptores de estrégeno no epitélio e estroma da proéstata de
pacientes com CP, concluindo que estas células podem sobreviver em um
ambiente privado de andrégeno, utilizando estrégeno para sua
manutengdo e crescimento. E pertinente advertir que todos os estudos
envolvendo imunoistoquimica na espécie humana tém suporte técnico no
que diz respeito a disponibilidade de anticorpos espécie-especificos, ao
passo que em medicina veterinaria grande parte das tentativas, inclusive
esta, se fundamentam na hipétese de reatividade cruzada entre os
anticorpos humanos e a espécie que se estuda. Talvez a realidade fosse
outra se houvesse a producéao e oferta de reagentes apropriados para as
diferentes espécies domésticas frequentemente pesquisadas.

Quanto a imunoistoquimica direcionada aos androgenos,
Murakoshi et al. (1998) empregaram anticorpo policlonal anti-andrégeno
em prostatas caninas e obtiveram marcacgédo positiva, tanto nas células
epiteliais como nas fibromusculares, sendo estes resultados opostos aos
deste estudo. Apesar destes pesquisadores terem utilizado técnica
semelhante, as glandulas avaliadas foram congeladas a fresco, cortadas
em criostato e posteriormente submetidas a imunorreagdo, enquanto
nesta avaliacdo a intengao foi a marcagao de células prostaticas a partir
de tecido fixado em formol e incluido em parafina, fato que explica efeitos
contrapostos, visto que muitos anticorpos sédo especificos para cortes de
congelagao.

Dentre a literatura veterinaria consultada apenas Leav et al.
(2001) propuseram metodologia analoga a este estudo no que concerne a
pesquisa imunoistoquimica de androégenos, utilizando material fixado em
solugéo de formalina. Ao contrario dos resultados aqui apresentados, tais
autores obtiveram éxito em marcar células epiteliais e estromais de caes
com prostata variando de imatura a neoplasica, inclusive glandulas com
HPB. Vale destacar que a imunorreatividade predominou nas células

epiteliais uretrais e basais acinares de animais jovens e adultos inteiros;




foi 100% negativa no tecido prostatico proveniente de espécimes
castrados; e positiva nas células neoplasicas de apenas um dos 19 casos
de carcinoma prostatico avaliados.

O ponto crucial que distingue e justifica achados tao
discrepantes é o tipo e a origem do anticorpo empregado, visto que Leav
et al. (2001) incubaram as préstatas em um reagente policlonal produzido
na Universidade de lllinois. Ja nesta pesquisa foram utilizados anticorpos
comerciais mono e policlonais de laboratérios distintos. Além disso,
confeccionaram cortes histolégicos espessos (4 a 6um), comparados aos
preparados neste estudo (3 um). A este respeito, Santos et al. (1999)
preconizam cortes de tecido com 2 a 3um de espessura para a obtencéo
de reagdes imunoistoquimicas de qualidade.

Utilizando o mesmo anticorpo que Leav et al. (2001), Banerjee
et al. (2001) marcaram células prostaticas de ratos e encontraram
diferencas de reacao em funcido da localizacdo anatébmica, sendo esta
mais intensa no lobo ventral que nos lobos dorsal e lateral. O diferencial
deste estudo foi a realizacdo de testes para determinar a especificidade
do anticorpo, dada a origem ndo comercial do produto. Ainda, nao foi
encontrada nenhuma citagdo no trabalho de Leav et al. (2001) sobre
verificacao da acuracia do anticorpo.

Bonkhoff et al. (1993) pesquisaram receptores de androgenos
em préstatas humanas normais, hiperplasicas e neoplasicas, utilizando o
clone F39.4.1. Nas com histologia normal e com HPB, tais epitopos se
expressaram predominantemente nas células luminais secretérias e
nodulos estromais, enquanto células da camada basal mostraram fraca
imunorreatividade. Quanto aos carcinomas, estes variaram em relacao a
expressao androgena, sendo constatado o alto potencial andrégeno-
independente das células neoplasicas negativas para este hormdnio.
Outro fato a ser apontado é a variedade dos anticorpos empregados nas
diferentes pesquisas, o0 que obviamente leva a resultados distintos.

Suportando tal afirmacgédo, Miyamoto et al. (1993) também verificaram a




marcagao de androégeno em pacientes com HPB e cancer, no entanto
utilizaram um reagente policlonal e obtiveram imunorreacdo espuria e
heterogénea nos casos de neoplasia.

O estudo mais recente sobre hormdnios e prostata canina é
apresentado por Niu et al. (2003) que afirmam a positividade andrégena
em células epiteliais e estromais, assim como imunomarcagao estrégena
predominante nas estromais. Apesar de terem trabalhado com tecido
incluido em parafina, aplicaram kits comerciais chineses e ndo descrevem
a metodologia, impossibilitando comparagées e explicagdes para
resultados dessemelhantes da presente pesquisa.

Questdes essenciais que dizem respeito a fixagdo do material e
a recuperagao antigénica nado foram relevadas quando se empregou a
técnica de imunoistoquimica. Segundo Santos et al. (1999), mesmo com
todos os cuidados com o pH da solugao, proporcéao tecido/fixador e tempo
de permanéncia, o uso de fixadores a base de formaldeido resulta na
formagao de “pontes aldeido-proteina”, que podem alterar, destruir ou
mascarar epitopos. Por outro lado, o extraordinario avango nos sistemas
de recuperacdo de antigenos através do calor, resolveu parte dos
problemas de fixagdo do material. Embora estas e outras variaveis
tenham sido controladas com esmero, a marcagao imunoistoquimica
hormonal n&o alcangou éxito, sendo tal efeito reputado a falta
especificidade dos anticorpos para a espécie canina.

Sumariamente, a maioria dos trabalhos direcionados a prostata
do cao ou do homem vislumbra o entendimento preciso da etiopatogenia
da hiperplasia e do céncer, que séo, de longe, as lesdes mais importantes
desta glandula sexual acessoria dos machos. Tal conhecimento é
primordial, especialmente na espécie humana, dado o grande numero de
Obitos em consequéncia das afecgées malignas da mesma. Contudo, um
ponto crucial ndo pode ser esquecido quando se estuda a prostata: a
heterogeneidade implicita na etiopatogenia dos processos patoldgicos

deste 6rgéao.
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CONCLUSOES

1. Os kits comerciais humanos utilizados para a dosagem sérica de Ty,
DHT, E;, PSA e PAP foram eficazes em detectar cada uma destas
substancias no soro de caes;

2. A concentragao sérica de estrogeno foi significativamente menor em
caes com hiperplasia epitelial, sendo observado menores valores deste
horménio em todos os grupos com alguma forma de HPB.

3. Os valores médios de T4 e DHT séricos oscilaram em funcdo do
diagndstico histomorfoldgico da préstata;

4. Houve diminuicdo na proporgao sérica E,/T4, em fungdo da presenca
de HPB e alteragdo variavel na proporcédo E,/T4/DHT de acordo com a
classificagao histolégica das glandulas;

5. O nivel de PSA sérico foi estatisticamente maior nos animais com
hiperplasia epitelial e, de modo geral, em todos com os demais tipos de
HPB. Ainda, as concentragdes de PSA urinario e PAP sérico foram
maiores nos grupos de caes com HPB, sendo todas estas variaveis
representativas do perfil histolégico da prostata canina;

6. Nao foi observada correlagao entre os valores séricos e urinarios de
PSA e PAP, bem como entre as concentragdes séricas e urinarias destas
mesmas glicoproteinas e T4, DHT e E; séricos;

7. Prostatas com hiperplasia epitelial apresentaram peso, volume,
comprimento e largura significativamente maiores que as com histologia
normal;

8. Dentre as gléandulas com HPB, as varidveis morfologicas foram
menores naquelas com o tipo estromal e oscilaram em funcdo da
classificagao histolégica;

9. A maioria das préstatas de cdes acima de trés anos apresentou
alguma alteragdo histomorfolégica, sendo frequente a ocorréncia de duas

Ou mais simultaneamente;




10.A HPB foi a afeccdo de maior ocorréncia e dentre estas, a do tipo
complexa obteve a maior incidéncia. De outra parte, cistos, metaplasia
escamosa, carcinoma e hemorragias foram as menos frequentes;

11.Foi observado infiltrado inflamatério em 82,5% das prostatas
avaliadas, dos quais, 94% eram mononucleares, intersticiais e
frequentemente associados a hiperplasia estromal e displasia epitelial
acinar;

12. A neoplasia intra-epitelial (PIN) esteve presente em 37,5% das
préstatas e frequentemente associada a hiperplasia estromal (58,3%);
13.Cdes com prostata normal apresentaram média de idade
significativamente menor que aqueles com os tipos complexa e estromal,
sendo evidenciadas as médias de 3,5; 5,25; 6,33 e 6,91 para os grupos
normal, HPB epitelial, HPB complexa e estromal, respectivamente;

14.A padronizagdo da técnica de imunoistoquimica foi obtida para os
anticorpos anti-PSA (Dako policlonal) e anti-PAP (Labvision policlonal)
diluidos a 1:500 e 1:50, respectivamente, sendo estes eficazes em marcar
especificamente as células do epitélio secretor prostatico de caes;

15.0s anticorpos anti-E, (Labvision policlonal; Labvision clone H222;
Dako clone 1D5) e anti-AR (Labvision policlonal; Labvision clone AR441)
nao foram efetivos em marcar as células do tecido prostatico canino
incluido em parafina, nas diluigdes e recuperagdes antigénicas testadas;
16.As reacdes imunoistoquimicas de PSA e PAP foram 100% positivas e
uniformes em préstatas com histologia normal e variaram em numero de
células marcadas e intensidade nas com HPB;

17.As correlagdes entre as glicoproteinas (PSA/PAP - séricos e urinarios),
o numero de células marcadas e a intensidade de reacdo destes mesmos
marcadores foram negativas;

18.A nomenclatura ideal para o aumento espontaneo da prostata
relacionado a idade e agao hormonal em cades sexualmente intactos é

hiperplasia prostatica canina (HPC).
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Anexo A

Protocolo — Préstata Canina

Data: NUmero do Animal:
Raca:
Idade: Peso:

Historia clinica e/ou achados necroscopicos:

Mapa

Medidas Prostaticas

Comprimento: cm Largura: cm
Altura: cm Volume: mm?
Peso: g Fixador: Formol tamponado a 10%

Soro sanguineo (minimo 08 aliquotas)

Numero de tubos congelados:

Urina (minimo 08 aliquotas)

Numero de tubos congelados:

Documentacao Fotografica

() Sim ( ) Nao




ANEXO B

Parametros histopatologicos das prostatas caninas

NUMERO DO ANIMAL:

RACA:

IDADE (anos):

COMPONENTE EPITELIAL

Hiperplasia cistica glandular focal

Hiperplasia cistica glandular difusa

Hiperplasia epitelial papilifera

Hiperplasia epitelial papilifera nos
acinos dilatados

Displasia do epitélio glandular

Metaplasia escamosa

Atrofia glandular

Dilatacdo glandular

Cisto

COMPONENTE ESTROMAL

Hiperplasia estromal focal

Hiperplasia estromal difusa

Aumento de colageno (fibrose)

Hiperplasia da musculatura lisa

Hiperplasia do tecido conjuntivo

INFILTRADO INFLAMATORIO

Infiltrado inflamatdério neutrofilico

Infiltrado inflamatério mononuclear

Intersticial

Intraglandular

Focal

Multifocal

Discreto

Moderado

Intenso

Associado a destruicao glandular

Hemorragia

NEOPLASIA

Carcinoma

Carcinoma de células escamosas

Sarcoma

Metastase

DIAGNOSTICO




ANEXO C

Solucgdes utilizadas nas reagfes imunoistoquimicas

Cola a base de organosilano para sinalizacdo das laminas

v 225ml alcool etilico absoluto

v' 25ml 3-Aminopropyl-Triethoxysilane - Sigma — A3648

= Solucdo preparada e utilizada em capela de fluxo laminar devido a alta

toxicidade.

Solucoes tampéao utilizadas nas recuperacoes antigénicas testadas

Solucéao de citrato 10mM
v" 1000ml agua destilada
v'1,921g acido citrico monohidratado

= pH 6,0 (solugao de ajuste: hidréxido de sddio hipersaturado).

Solucéo de EDTA 100mM
v' 1000ml agua destilada
v' 0,372g acido etilenodiaminotetracético - EDTA (C+oH14N20OgNa,2H,0)

= pH 8,0 (solugao de ajuste: hidréxido de sodio hipersaturado).

Solucéo de TRIS-EDTA 100mM
v 1000mI TRIS pH 7,4
v' 0,372g acido etilenodiaminotetracético - EDTA (C1oH14N20sNaz2H,0)

= pH 9,0 (solugéo de ajuste: hidréxido de sodio hipersaturado).




» Todas as solugdes tampao eram preparadas no momento da utilizacao

e o pH corrigido conforme indicado.

Solucodes para o bloqueio da peroxidase endégena

v" 50ml H,0, 20 volumes
v" 50ml de agua destilada (anticorpos de marcacéo citoplasmatica) ou

v" 50ml de alcool metilico (anticorpos de marcagao nuclear)

= Solugéo preparada e devidamente agitada no momento do uso.

Solucdode TRISpH 7,4

v' 12g Trizma base (C4H11NO3) Sigma - T-1503
v 179 cloreto de sdédio (NaCl) - Merck 1.06404.1000
v/ 2000ml agua destilada

= pH 7,4 (solugéo de ajuste: acido cloridrico diluido em agua destilada

na propor¢ao 1:1).

Solucdo substrato de diaminobenzidina — DAB

v' 25mg DAB (C12H14N4) - 3-3' Diaminobenzidine — Sigma - D-5637
v' 100ml TRIS pH7,4
v' 600ul H,0, 20 volumes

= Solucdo preparada e filtrada no momento da utilizacdo. O perdxido de

hidrogénio era adicionado em seguida.

Solucdo de BSA 1%




Solucéo A

v" 10ml agua deionizada

v" 500mg Albumina bovina — Sigma — A — 7906
Solucéao B

v" 10ml agua deionizada

v' 500mg azida sddica (NaN3) — Merck — 1.06688.0100

Solugédo de BSA para uso (1%)
v' 59ml TRIS pH7,4

v' 1,25ml solugdo A

v' 2,5ml solugéo B

— Solugdes A e B concentradas a 5%, conservadas congeladas e
posteriormente diluidas a 1% para uso como diluente de anticorpos

primarios.




ANEXO D

Resultados da Anélise de Variancia (ANOVA) para as variaveis

laboratoriais séricas e urinarias.

Q.M.
FV. G.L. TESTSG ESTRSG DHTSG PSASG  PAPSG PSAUR PAPUR
DH. 3 0,42 831,17+ 2333,97™  0,00003* 0,13™  0,00001"%  2,69"*

" = Resultado n&o significativo (p>0,05); * = Resultado significativo (p<0,05)

Q.M. — Quadrado Médio

DHTSG - Diidrotestosterona sérica

G.L. - Grau de Liberdade

PSASG — Antigeno Prostéatico Especifico sérico
D.H. — Diagndstico Histopatolégico

PAPSG — Fosfatase Acida Prostatica sérica
TESTSG - Testosterona sérica

PSAUR — Antigeno Prostéatico Especifico urinario
ESTRSG — Estr6geno sérico

PAPUR — Fosfatase Acida Prostatica urinaria




ANEXO E

Resultados da Anélise de Variancia (ANOVA) para as variaveis

morfoldgicas.

Q.M.
FV. G.L. Idade g/kg PV cclkg PV CPPROST LGPROST ALTPROST
DH. 3 17,13* 5,64* 5,51* 7,16* 5,72* 2,33*

" = Resultado néo significativo (p>0,05); * = Resultado significativo (p<0,05)

Q.M. — Quadrado Médio

cc/kg PV — Milimetros cubicos de prostata por kilo de peso vivo
G.L. - Grau de Liberdade

CPPROST — Comprimento prostatico

D.H. — Diagnostico Histopatolégico

LGPROST - Largura prostatica

g/kg PV — Gramas de préstata por quilo de peso vivo
ALTPROST - Altura prostatica




ANEXO F

Diagndstico histopatolégico das prostatas caninas

Animal |dade Diagnéstico Histopatol6gico
1 5 HPB Cistica/Papilifera/PIN
2 10 Atrofia glandular
3 5 HPB Cistica/Estromal
4 6 HPB Cistica/Estromal
5 11 HPB Estromal/PC/PIN
6 4  Normal
7 7 HPB Estromal/PC/PIN
8 9 HPB Cistica/Papilifera/Estromal/PA/PC/PIN/Carcinoma
9 6 HPB Papilifera/Estromal
10 5 HPB Papilifera/Estromal
11 4 PC
12 8 HPB Cistica/Papilifera/Estromal/PA/PC/PIN
13 7 HPB Estromal/PC/PIN
14 6 HPB Papilifera/Estromal/PC
15 8 HPB Papilifera/Estromal/PC/PIN
16 5 HPB Cistica/Estromal/PC
17 7 HPB Papilifera/Estromal/PC
18 8 HPB Cistica/Estromal/PC/PIN
19 4  HPB Cistica/Papilifera/PC
20 6 HPB Estromal
21 3  Normal
22 7 HPB Estromal/PC
23 8 HPB Estromal/PC/PIN
24 9 HPB Estromal/PIN
25 3  Normal
26 5 HPB Papilifera/Estromal/PC
27 6 HPB Estromal/PC/PIN
28 6 HPB Estromal/Papilifira/PC/PIN
29 4  HPB Cistica/Papilifera/Estromal/PC
30 5 HPB Estromal/PC
31 4  Normal
32 3  Normal
33 6 HPB Estromal/PC
34 5 HPB Estromal/PC
35 4  Normal
36 5 HPB Cistica/Papilifera
37 7 HPB Cistica/PC/PIN
38 7  HPB Papilifera/Estromal/PC/PIN
39 5 PC
40 6 HPB Estromal/PC/PIN

PC = Prostatite Crénica




ANEXO G

Média, mediana, desvio padréo, erro padrao, coeficiente de variacdao,

valores minimo e maximo para cada variavel estudada.

Variavel N  Média Mediana Desvio Erro Padrdo  Coef. Var. Minimo Méaximo
Padréo
IDADE 40 5.9750000  6.0000000 1.9012479  0.3006137 31.8200486  3.0000000 11.0000000
PESO 40 19.0000000 15.0000000 10.8792911 1.7201670 57.2594267  7.0000000 65.0000000
PPROT 40 19.5472500 14.1250000 22.4599933 3.5512367 114.9010386 2.7500000 128.9000000
VOLPROST 40 18.9000000 13.0000000 22.9277572 3.6251967 121.3108848 3.0000000 130.0000000
CPPROST 40 2.6975000 2.4000000 1.2464282 0.1970776 46.2067926 1.0000000 8.0000000
LGPROST 40 2.7875000 2.7500000 1.1431373 0.1807459 41.0094088 0.8000000 6.9000000
ALTPROS 40 2.1900000 2.2500000 0.8387414 0.1326167 38.2986952 0.7000000 4.6000000
g/kgPV 40 1.1215000  0.8050000 1.2154403  0.1921780 108.3763087  0.2400000 7.5800000
cc/kgPV 40 1.0792500  0.7600000 1.2179710  0.1925781 112.8534597 0.2300000 7.6500000
TESTSG 40 1.0687500  0.6950000 1.4023774  0.2217353 131.2166031 0.0100000 7.5300000
ESTRSG 39 15.4094872 8.2500000 17.5792365 2.8149307 114.0806072 1.4000000 80.1000000
DHTSG 39 745956410 54.9400000 68.3171847 10.9395047  91.5833470  9.8700000 377.5000000
PSASG 39 0.0042308  0.0030000 0.0032884  0.000526570 77.7265033  0.0020000 0.0190000
PAPSG 40 1.1575000  0.8000000  0.9325695  0.1474522 80.5675606  0.1000000 3.2000000
PSAUR 40 0.0054250  0.0035000  0.0052569  0.000831193 96.9018362  0.0020000 0.0230000
PAPUR 40 2.0450000 1.2000000  2.5381146  0.4013112 124.1131826 0.1000000 13.4000000

PESO - Peso Corpéreo
PPROT - Peso prostético
VOLPROST - Volume prostéatico
CPPROST — Comprimento prostatico
LGPROST - Largura prostética
ALTPROST - Altura prostética

g/kg PV — Gramas de préstata por kilo de peso vivo

cc/kg PV — Milimetros cubicos de prostata por kilo de peso vivo

TESTSG — Testosterona sérica

ESTRSG — Estrogeno sérico

DHTSG — Diidrotestosterona sérica

PSASG — Antigeno Prostéatico Especifico sérico

PAPSG - Fosfatase Acida Prostatica sérica

PSAUR — Antigeno Prostéatico Especifico urinario

PAPUR — Fosfatase Acida Prostatica urinaria.
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