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RESUMO

A hiperplasia prostéatica benigna (HPB) é a afeccao mais comum da préstata canina,
porém, a comparacdo dos diferentes métodos diagnosticos como o exame de
palpacdo retal, citologia, histologia e imunoistoquimica é pouco estudada nesta
espécie, diferentemente do que ocorre no homem. Este trabalho teve por objetivo
estudar, em vinte cdes idosos, as alteracBes cito e histolégicas com emprego de
imunomarcadores, na glandula prostatica. Em todas as glandulas observou-se HPB
cistica, associada ou ndo a hiperplasia glandular ou estromal. A imunomarcacao
com citoqueratina (CK) AE1/AES3 foi relevante em acinos com epitélio achatado ou
com proliferagdo acentuada. A Vimentina (VIM) V9 teve expressao moderada em
areas com hiperplasia estromal acentuada. O toque retal e o lavado prostatico
mostraram ser métodos de auxilio no diagnéstico das prostatopatias, sendo
indispensavel o uso da histopatologia para um diagnostico definitivo. O emprego de

imunomarcadores teciduais prostaticos infere que prostatas com HPB demonstram

alteracdes metabdlicas que respondem a imunomarcacao em células hiperplasicas.

Palavras-chave : cao; hiperplasia prostatica benigna; citologia; histologia;

imunoistoquimica.



SHIMOMURA, J. Z. Comparasion of Digital Rectal Examination, Citologi C,
Histologic and Immunohistochemistry Methods for Dia gnosis of Benign
Prostatic Hyperplasia in Dog. 2007. 72 f. Dissertagéo de Mestrado - Faculdade de
Odontologia. Curso de Medicina Veterinaria, Universidade Estadual Paulista,

Aracatuba, 2007.

ABSTRACT

Benign Prostatic Hyperplasia (BPH) is the most common affection of the
canine prostate, however, the comparison of different diagnostic methods for BPH
through, digital rectal examination, cytology, histology and immunohistochemistry has
a few studies in this specie, unlike man. The purpose of this study was understood, in
twenty old dogs, cytology, histology alterations using immunomarkers in the prostate
gland. All the glands showed the presence of cystic BPH, associated or not with
glandular or stromal hyperplasia. The immunomarking with AE1/AE3 cytokeratine
was relevant in alveoli with flat epytelium or with a strong proliferation. V9 Vimentine
showed to be moderate in areas with a deep stromal hyperplasia. Rectal palpation
and the prostatic washing product compose auxiliary diagnostic methods for prostatic
diseases, being undismissable the use of histopathology for a conclusive diagnosis.
Prostatic tissue immunomarkers employment to conclude that the prostate with HPB
demonstrate metabolic changes which react with immunomarking in hyperplasic

cells.

Key words: dog; Benign Prostatic Hyperplasia; cytologic; histologic;

immunohistochemistry
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INTRODUCAO

Aspectos morfofisioldgicos da glandula prostatica

A préstata é a Unica glandula sexual acessoria do cdo (VANNUCCHI et al.
1997; MURASHIMA JUNIOR, 2001).

A embriologia da genitalia masculina € semelhante no cao e no homem. Com
a fusdo dos cromossomos “X” e “Y” hé& liberagcéo do fator determinante de testiculos,
que atua sobre a gbnada embrionaria indiferenciada formando os testiculos. Estes
iniciam a producdo de hormonio antimilleriano (HAM) e de testostrona, cujo
metabolismo pela enzima 5 a redutase, no interior do sinus urogenital, origina a
diidrotestosterona (DHT), que atua no crescimento e na producdo da secrecao
prostatica (JOHNSTON et al., 2000). O HAM induz a regressao dos ductos
mullerianos, a testosterona age nos ductos de Wolf, diferenciando-os nos ductos
deferentes e epdidimo, e a DHT atua no sinus urogenital originando a uretra e a
prostata (JOHNSTON et al., 2001).

No embrido humano, a préstata é dividida em cinco lobos; posterior, médio,
anterior e dois laterais. No adulto o parénquima pode ser divido em quatro zonas
biolégicas e anatomicamente distintas: periférica, central, transicional e periureral
(COTRAN et al., 1999; LEXANDER, et al., 2005). No cédo nao ha evidéncias de que
existam regides anatdmicas distintas (MAHAPOKAI et al., 2000; DI SANTIS, 2003).

Tem forma ovoide, € bilobulada dividida por um septo mediano (MUZZI, et al.
1997, JOHNSTON et al., 2000, 2001; SOUZA; TONIOLLO, 2001) possui estrutura
musculo-glandular, composta de elementos glandulares e estromais. E envolta por

uma capsula fibromuscular rodeada por tecido adiposo. Vasos sangliineos e nervos



penetram a prostata em sua superficie dorso-lateral, estando intimamente
relacionados ao suprimento para o colo vesical, uretra e reto (GREEN; HOMCO,
1996; VANNUCCHI et al, 1997). Envolve os ductos deferentes na sua porcao final e
a uretra em sua porcao inicial, entre a uretra membranosa e o colo vesical
(MURASHIMA JUNIOR, 2001).

Esta localizada predominantemente no espaco retroperitonial, caudal a
bexiga, ventralmente ao reto, dorsalmente a sinfise pubica e a parede abdominal
ventral (SOUZA; TONIOLLO, 2001).

Sua localizacdo pode variar em funcdo da distensdo da bexiga e do estado
patolégico do animal (GREEN; HOMCO, 1996; MUZZI et al., 1997; MURASHIMA
JUNIOR 2001). Segundo Rogers et al. (1986), a prostata tem sua localizacdo na
cavidade pélvica até o periodo de um ano de idade, assumido uma posicao
abdominal quando o animal atinge cinco anos. Neste periodo, a glandula aumenta
de volume devido a um processo de hiperplasia com o aumento da atividade do
epitélio secretério. Nesta fase iniciam-se as principais alteracdes glandulares como a
hiperplasia prostatica benigna (HPB), as prostatites bacterianas (geralmente de
carater cronico), hiperplasia cistica e as neoplasias (principalmente o0s
adenocarcinomas), segundo Peter et al. (1995).

Murashima Junior (2001) através de andlise ultrasonografica descreveu que
as préstatas de caes com peso vivo entre 2,0kg a 6,0kg e 7,0kg a 15,0kg, ndo
apresentam diferenca significativa em relacdo aos valores médios das dimensdes
prostaticas analisadas, demonstrando, portanto, comprimento em média de 2,18cm,
altura de 1,9cm e 2,4cm de largura.

A prostata tem vérias funcdes, uma delas € a producdo de um fluido que

compreende a primeira e terceira fracdo do ejaculado (JOHNSTON, 2001) que nutre,



protege e facilita o transporte dos espermatozoéides (BARSANTI; FINCO, 1986,
1992; VANNUCCHI et al., 1997; DE MARZO et al., 1999). A producéo e liberacao
do fluido prostatico ocorre por influéncia hormonal e nervosa, sendo que sob o
estimulo parassimpético a préstata aumenta a taxa de producdo do liquido e sob
estimulo simpético o expulsa durante a ejaculacdo (BARSANTI; FINCO, 1992;
VANNUCCHI et al.,, 1997). Esta secrecdo € produzida por células epiteliais
glandulares e, segundo Aumdiller et al. (1980) é dependente de horménios
andrégenos provenientes dos testiculos, destacando-se a DHT (JOHNSTON et al.,
2000).

A préstata canina é divida em dois lobos apresentando dois sulcos sagitais
medianos, um dorsal e outro ventral (MURASHIMA JUNIOR, 2001), cujo parénquima
€ sustentado pelo estroma. Tais lobos sdo constituidos de glandulas tubulo-
alveolares compostas que se estendem a partir de sua abertura no ducto uretral. Os
ductos prostaticos, nos quais o fluxo desemboca; ndo coalescem, ao invés disso
abrem-se no interior da uretra proximal, ao redor dos orificios dos ductos deferentes,

formando o coliculo seminal (BARSANTI; FINCO, 1992; JOHNSTON et al., 2001).

As células glandulares sdo cubicas a colunares e apresentam-se
normalmente em dupla camada, uma camada de epitélio colunar com funcao
secretora e uma basal, este Ultima localizada ao longo da membrana basal
(BARSANTI; FINCO, 1992; DORFMAN; BARSANTI, 1995; COTRAN et al., 1999; DE

MARZO, 1999; VAN LEENDERS et al., 2000).

As células basais podem ser distinguidas fenotipicamente das células
luminais (DE MARZO, 1999). Seu papel é desconhecido, porém elas podem ser
precursoras do epitélio secretério (ISAACS, 1984; BARSANTI; FINCO, 1992; DE

MARZO, 1999). Sherwood et al. (1991) sugeriram que as células basais funcionam



como stem cells. De Marzo et al., 1999, demonstraram, utilizando estudos
imunoistoquimicos, que ha uma maior taxa de proliferacdo no epitélio basal em

préstatas normais, o que reforca esta hipétese.

A presenca da camada de células basais, entretanto, determina a
benignidade do processo patolégico (DE MARZO et al., 1998; COTRAN, 1999;
JOHNSTON et al., 2000; TRAPMAN, 2001).

O estroma prostatico consiste de estrutura fibromuscular envolto por
coldgeno, composto de varios tipos de células, esta envolvido na modulacdo do
comportamento epitelial em relacédo a sua proliferacdo, diferenciacao e habilidade de
migracdo através dos tecidos circundantes (CASTELLUCCI, et al. 1996). Possui
vasos sangtineos e nervos (BARSANTI; FINCO, 1992).

E predominante antes da maturidade sexual, dos seis meses a um ano de
idade. Apd6s este periodo as células epiteliais passam a predominar. (OLSON et al.,

1987; BARSANTI; FINCO, 1992; DORFMAN; BARSANT]I, 1995).

Prostatopatias

Embora todos os mamiferos possuam glandula prostatica, as alteracdes
glandulares encontradas sdo comuns no homem e no cao (JOHNSTON, 2000) e
recentemente descritos no chimpanzé (MAHAPOKAI, 2000).

O céo tem sido utilizado, extensivamente, como modelo experimental, para o
estudo das prostatopatias humanas, devido as similaridades em relacdo a
ocorréncia natural e influéncia hormonal no desenvolvimento destas afecc¢des,
principalmente na HPB (SOUZA; TONIOLLO, 2001; DI SANTIS, 2003), contribuindo

para novas descobertas na area de urologia humana.



As doencas prostaticas representam um problema comum em cées adultos e
idosos ndo castrados (BARSANI; FINCO, 1992; KRAWIEC; HEFLIN, 1992;
KRAWIEC, 1994; MUZZI et al. 1997; VANNUCCHI et al. 1997). As principais
afeccdes prostaticas dos cédes incluem HPB, prostatite aguda ou crbnica, cistos,
neoplasias e cistos paraprostaticos (BARSANTI; FINCO, 1992).

A incidéncia destas afecccfes aumenta com a idade, e a média de idade para
o diagndstico é de 8,0 a 8,9 anos (KRAWIEC; HEFLIN, 1992).

Oliveira et al. (1996) em estudo com caninos encaminhados a necropsia
observaram que 84,6% dos animais apresentavam lesdes nesta glandula, dentre as
quais a HPB foi a mais frequente (36,9%), seguida por prostatites (24,6%), cistos
(12,3%) e neoplasias (4,6%). Barsanti (1999) afirmou que cerca de 100% dos cées
nao castrados desenvolvem evidéncias histolégicas de hiperplasia com o avancar da
idade.

No que concerne a predisposicéo racial das afeccdes prostéticas, Di Santis
(2003) e Black et al (1998) reportam que as racas Dobermann pinscher e Pastor
alemado se fazem presentes com frequéncia na literatura. Entretanto, Krawiec e
Heflin (1992) descrevem que tais quais afec¢des nédo depende do fator racial no céo.
O que diferente do homem que apresenta a raca como um fator de risco,
principalmente para a presenca de neoplasia prostatica (COTRAN et al., 1999).

A HPB é uma alteracdo causada pelo envelhecimento, que ocorre
espontaneamente em somente trés espécies, no homem, no chimpamzé e no céo
(MAHAPOKAI et al., 2000). Estudos inerentes as alteracbes morfoldgicas da
préstata canina com a progressdo da idade tém se destacado na literatura atual,
tendo em vista as similaridades entre a HPB nesta espécie e no homem

(DORFAMAN; BARSANTI, 1995).



Os cistos prostaticos caracterizam-se por lesGes cavitarias com uma parede
distinta, contendo fluido claro em seu interior, podendo variar em tamanho e nimero
(MUZZI et al., 1997).

Trés tipos principais podem ser observados: os cistos de retencdo ou cistos
verdadeiros que estao relacionados com a metaplasia escamosa que leva a estase
secretéria devido a obstrucdo dos ductos secretores prostaticos com consequente
acumulo de fluido e formacao de cavitac6es no parénquima; os cistos relacionados a
hiperplasia prostatica cistica (HPC), caracterizados por numerosos cistos pequenos,
contidos na estrutura glandular, associados a HPB, sendo os de maior ocorréncia
(VANNUCCHI et al. 1997; JOHNSTON et al., 2000); os cistos paraprostaticos, que
se localizam fora do parénquima glandular, séo resultantes da extrusao de cistos de
retencdo intraprostaticos ou por desenvolvimento dos ductos de Miiller
remanescentes (MUZZI et al., 1997).

As infec¢cBes bacterianas resultam de colonizacfes numa prostata anormal,
por microrganismos que constituem a flora tipica da uretra (BARSANTI; FINCO,
1986, 1992; VANNUCCHI et al., 1997). E descrita por Krawiec (1994) como sendo a
segunda doenca mais comum encontrada em cées sexualmente intactos.

A instalacdo de microorganismos na prostata € decorrente da quebra de
algum dos fatores de protecéao, tais como fluxo urinario, peristaltismo uretral, elevada
multiplicacdo bacteriana no trato urinario devido a cistites, calculos uretrais e
neoplasias, as alteracdes na arquitetura da prostata causadas por hiperplasia e
metaplasia escamosa, a contaminacdo hematdégena e a infeccdo do sémen
(BARSANTI; FINCO, 1986, 1992; VANNUCCHI et al., 1997).

A Escherichia Coli é o microrganismo mais freqientemente isolado, porém, ha

infeccdo por outros microrganismos gram-positivos e gram-negativos (BARSANTI;



FINCO, 1986, 1992; VANNUCCHI et al., 1997; COTRAN et al., 1999; JOHNSTON et
al., 2000; DI SANTIS, 2003).

Nos caes, infeccdes do trato urinario baixo e prostaticas ocorrem de forma
quase simultanea, em funcdo da intima proximidade anatémica (BARSANTI; FINCO,
1992; VANNUCCHI et al, 1997). As prostatites podem desenvolver-se
secundariamente ao HPB ou neoplasia, acometendo cé&es castrados e néo
castrados (KRAWIEC; HEFLIN, 1992) e podem ser divididas em aguda e cronica
(BARSANTI; FINCO, 1992).

A prostatite bacteriana aguda é consiste em uma inflamacé&o supurativa focal
ou difusa na substancia prostatica que geralmente vem acompanhada de dor

(COTRAN et al., 1999).

A prostatite bacteriana cronica pode ser sequela de uma infec¢cdo aguda, ou
pode desenvolver-se insidiosamente sem que exista uma experiéncia anterior de
infeccdo aguda clinicamente evidente (BARSANTI; FINCO, 1992; VANNUCCHI et al.

1997).

Outro tipo de alteracdo inflamatéria é a prostatite asséptica, também
conhecida como prostatose, comum no homem, pouco estudada no cao,
clinicamente indistinguivel da prostatite crénica, com a diferenca de ndo haver
infeccdo bacteriana presente (confirmada por métodos de cultura e antibiograma do

liquido prostatico negativos) (BARSANTI; FINCO, 1992; COTRAN et al., 1999).

Deve-se salientar que, no processo normal de envelhecimento prostatico no
homem, agregados de linfécitos tendem a aparecer no estroma fibromuscular da
prostata, todavia, a prostatite crénica bacteriana ou abacteriana, quando

diagnosticada corretamente, deve ser restrita agueles casos em que a reacao



inflamatéria moderada a intensa € caracterizada pela agregacdo de numerosos
linfocitos, plasmacitos (COTRAN; KUMAR, 2000; DI SANTIS, 2003) macréfagos e
neutroéfilos (COTRAN, 1999).

A metaplasia escamosa do epitélio colunar prostatico, onde o epitélio
glandular é substituido por epitélio escamoso bem diferenciado (DORFMAN;
BARSANTI, 1995; VANNUCCHI et al., 1997) é secundéaria ao hiperestrogenismo
exdgeno ou endégeno. A principal causa enddégena é o tumor funcional de células
de Sertoli. Os estrégenos também provocam estase secretoria. A alteracédo epitelial
mais a estase secretéria predispdem a formacédo de cistos, infeccdo e abscedacao
(De KLERK et al.,, 1979; BARSANTI; FINCO, 1992; VANNUCCHI et al., 1997).
Através da analise citol6gica e histolégica observa-se um nimero aumentado de
células epiteliais escamosas bem diferenciadas (BARSANTI; FINCO, 1992; DI
SANTIS, 2003).

A fase pré-maligna do adenocarcinoma na prostata humana corresponde a
displasia ducto-acinar ou neoplasia intra-epitelial prostatica (PIN) (McNEAL;
BOSTWICK, 1986; WATERS; BOSTWICK, 1997; DE MARZO, 1999; COTRAN et al.,
1999; JOHNSTON et al. 2000; WU et al.2004).

Sua prevaléncia esta em cées nado castrados e os achados histopatolégicos
da PIN incluem, descontinuidade da camada basal, aumento da capacidade
proliferativa, aglomeracéo celular, aumento da densidade microvascular, perda da
polaridade nuclear, aumento nuclear e nucleolar, sugerindo que o alto grau de PIN é
um estagio intermediario na progressao de epitélio benigno para carcinoma
(WATERS; BOSTWICK, 1997; JOHNSTON, 2000; TRAPMAN, 2001).

A PIN é subdividida em graus de | a lll e a de graus lll esta presente em 85%

dos homens com cancer de prostata (COTRAN et al., 1999; SOUZA; TONIOLLO,



2001). Em contrapartida, Waters et al. (1997) observou que em 66% dos cédes com
cancer prostatico, apresentavam graduacao alta de PIN. No cdo e no homem, a PIN
apresenta-se de forma semelhante no que diz respeito a morfologia e na associacdo
com o cancer (WATERS; BOSTWICK, 1997; JOHNSTON, 2000).

A terceira prostatopatia mais freqiientemente observada € o adenocarcinoma,
um tumor maligno altamente invasivo em cdo (KRAWIEC; HEFLIN, 1992,
VANNUCCHI et al., 1997; GOBELLO et al., 2002), sendo a neoplasia mais comum
encontrada nesta glandula (BARSANTI; FINCO, 1992). Antunes et al (2006)
descreveram que a incidéncia de cancer prostatico no homem acima de 90 anos de
idade é de 90%. A média de idade de diagnéstico dos caes com cancer prostatico foi
de 10 anos (KNECHT, 1979; BARSANTI, 1988). Sua incidéncia é baixa em caes, em
torno de 5% de todos os caes com moléstia prostatica (BARSANTI; FINCO, 1992).

Nao é horménio-dependente e tem sido relatado em animais castrados e nédo
castrados (VANNUCCHI et al., 1997; JOHNSTON et al., 2000).

Células epiteliais anormais podem ser detectadas através da massagem
prostatica (BARSANTI; FINCO, 1984). Estas células geralmente sao grandes,
freqientemente dispostas em grupos. Podem existir nucleos irregulares de
tamanhos variados, e ocasionalmente, figuras mitéticas anormais, aumento na
relacdo nucleo/citoplasma, nucléolos multiplos e nucleos hipercromaticos (THRALL
et al., 1985; LEE PARRITZ; LAMB, 1988).

Nos caes, a deteccdo do carcinoma € acompanhda em 80% dos casos por
metastase, desta forma, o uso de um teste preventivo para detectar neoplasias
aumentaria a sobrevida destes pacientes (BELL et al., 1991; SOUZA E TONIOLLO,
2001) e ocorre através dos linfonodos iliacos externos e internos, para as veértebras,

pulmdes, e por invasdo direta na musculatura da pelve, célon e vesicula urinaria



(BARSANTI; FINCO, 1992). O cancer prostatico ndo estad sempre associado com
prostatomegalia, e a glandula pode estar de tamanho normal, entretanto, estar firme
e assimétrica e usualmente aderido no canal pélvico (KRAWIEC, 1994).

Nos cées, os sinais clinicos das prostatopatias variam de acordo com o tipo e
gravidade da lesdo. Devido a similaridade entre eles e a possibilidade de ocorréncia
concomitante de duas ou mais alteracdes, o diagnéstico destas afeccdes torna-se
um constante desafio (DI SANTIS, 2003).

O diagndstico definitivo das prostatopatias € realizado por meio de exame
histolégico (BARSANTI, 1999; MUZZI et al.,, 1999). No entanto, diagnosticos
acurados para doencas prostaticas requerem interpretacdo de dados obtidos por
uma completa anamnese, um rigoroso exame fisico incluindo a palpacéo prostatica
via retal e abdominal, e exames laboratoriais apropriados como urinalise e cultura de
urina, exame radiografico, ultra-sonografia, exames citolégicos do ejaculado ou
lavado prostético, citologia e bidpsia, associada ao uso de marcadores teciduais
(ROGERS et al., 1986; BARSANTI; FINCO, 1992; LING, 1995; BARSANTI, 1999;

MUZZ| et al., 1999).

Hiperplasia prostatica benigna

A HPB, tanto no homem como no céo, € o tumor benigno mais frequiente
(ANTUNES, 2006). O desenvolvimento espontaneo da HPB é comum ao homem e
ao cao, diferenciando apenas no tipo de hiperplasia encontrada (DE MARZO, 1999).

Mahapokai et al., (2000), realizou uma revisdo sobre os modelos de estudo
para a HPB e verificou que Steiner et al. 1999, demonstrou que os chimpanzés sao

modelos perfeitos de estudo da HPB humana, sendo eles susceptiveis a ocorréncia



de HPB espontanea, assim como o homem e o cao. Os chimpanzés possuem uma
prostata anatbmica e fisiologicamente similar a do ser humano. Entretanto, ha uma
limitada viabilidade na utilizacdo destes animais como modelos de estudo devido a
problemas éticos e financeiros.

Cerca de 100% dos cées nado castrados desenvolvem evidéncia histoldgicas
de hiperplasia com o avancar da idade (BARSANTI, 1999, MAHAPOKAI et al., 2000;
SESSIONS; BARSANTI, 2004) tendo inicio, em alguns céaes, aos 2,5 anos (GREEN;
HOMCO, 1996; MAHAPOKAI et al., 2000). Murashima Junior (2001) descreveu que
50% dos animais acima de quatro anos de idade exibiam aspecto histolégico
hiperplasico e em 90% dos cdes acima de cinco anos.

Mais de 80% dos machos néo castrados acima de cinco anos de idade exibe
HPB e o volume prostatico apresenta-se 2 a 6.5 vezes maior do que em caes
normais de peso similar (KAMOLPATANA, 1998).

Em cées, a hiperplasia € primariamente uniforme e epitelial, em contraste com
os humanos, nos quais a hiperplasia € primariamente estromal e nodular
(NEUMANN et al., 1980; ISAACS, 1984; HIEBLE; CAINE, 1986; BARSANTI; FINCO,
1992; MAHAPOKAI et al., 2000).

A HPB é uma doenca progressiva (MARKS et al.,, 2006), todavia, sua
progressdo ndo esta relacionada com a etiologia da neoplasia (COTRAN et al.,
1999; DE MARZO et al., 1999).

Nos humanos, o aumento nodular benigno, € o processo patolégico mais
comum e de ocorréncia tdo freqiiente que pode ser considerado como um processo
“‘normal” do envelhecimento (CHRISTIANSEN, 1988; BARSANTI; FINCO, 1986,

1992; DORFMAN; BARSANTI, 1995; COTRAN et al., 1999).



A HPB esta associada com a relagdo androgénio-estrogénio alterada, requer
a presenca dos testiculos (LLOYD et al., 1975; BRENDLER et al., 1983) e também
esta relacionada a idade (MAHAPOKAI et al., 2000; GOBELLO; CORRADA, 2002).

A patogénese da HPB ndo é completamente entendida (AUMULLER et al.,
1980). Em relagéao aos fatores hormonais envolvidos na sua patogenia, sabe-se que
a testosterona, produzida nos testiculos, € o principal andrégeno circulante no
organismo, e que da origem a outros dois horménios: a diidrotestosterona (DHT) e o
17B-estradiol (KLAUSNER et al., 1994).

A DHT é considerada como o hormonio chave na estimulacéo do crescimento
na préstata canina, causando aumento no crescimento de componentes glandulares
e estromais (BELL et al., 1995; JOHNSTON et al., 2000; MAHAPOKAI et al., 2000;
SESSIONS; BARSANTI, 2004; MARKS, et al., 2006).

A testosterona é convertida para DHT por 2 tipos de isoenzimas conhecidas
como 5 a redutase tipo 1 e tipo 2, encontradas no estroma da prOstata e
relacionadas com a proliferacdo celular. O tipo 2 esta presente em tecidos normais e
hiperplasicos (COTRAN et al., 1999; MARKS, et al., 2006) e o tipo 1 é prevalente no
cancer prostatico e na glandula normal (MARKS, et al., 2006). A DHT liga-se aos
receptores androgénicos nucleares, formando o complexo DHT-receptor
androgénico, que causa uma cascata intracelular de eventos levando a expresséo
génica, producdo de fatores de crescimento e sinalizacdo da transcricdo de fatores
de crescimento que sdo mitogénicos para as células epiteliais e estromais que
regulam a divisdo celular e a proliferacao destas células. Uma vez sintetizada, pode
atuar se forma autécrina sobre as células estromais ou paracrina difundindo-se as

células epiteliais vizinhas (COTRAN et al., 1999; MARKS, et al., 2006).



A DHT tem cinco vezes mais afinidade pelo receptor androgénico que a
testosterona e se dissocia mais lentamente, por conseguinte, tem um importante
papel na regulacédo do crescimento prostatico (COTRAN et al., 1999; MARKS, et al.,
2006).

Existem evidéncias experimentais de que a hiperplasia prostatica mediada
pela DHT é auxiliada e promovida por estrogénios (COTRAN et al.,, 1999), pois
pode-se induzir hiperplasia prostatica através da administracdo de androgénios,
tendo seu efeito intensificado através da utilizacdo de 17 B estradiol que
provavelmente induz um aumento do numero de receptores androgénicos e
tornando as células mais susceptiveis a acdo da DHT (BARSANTI; FINCO, 1992;
COTRAN et al., 1999).

O envelhecimento do animal é acompanhando por uma diminuicdo da
producdo de androgénio em contrapartida do aumento da producdo de estrogénio
(BARSANTI; FINCO, 1992).

Outros horménios como a prolactina e o horménio de crescimento também
estao implicados com a fisiopatologia da HPB (SESSIONS; BARSANTI, 2004).

A inflamacéo cronica pode ter um proeminente papel na inducéo e progressao
da HPB (PENNA et al., 2007).

A interacdo entre os elementos celulares da prostata também tem sido
objetivo de estudos, principalmente no que concerne ao papel das células estromais
na inducao da proliferacdo de células epiteliais em glandulas normais e hiperplasicas
(DI SANTIS, 2003). O desequilibrio nos niveis de androgenos prostaticos altera a
interacdo entre epitélio e estroma, visto que as células epiteliais respondem a
estimulos de fatores de crescimento produzidos pelas células estromais. Esta

alteracdo pode resultar em um descontrole na proliferacdo, migracao e morte celular,



tornando-se um dos fatores que contribuem no desenvolvimento da HPB
(BRENDLER et al., 1983; SRINIVASAN et al., 1995; JANULIS; LEE, 1999).

estudos sugerem que ha um fator testicular ou epididiméario desconhecido
atuante no crescimento prostatico (JUNIEWICZ, et al. 1994). A teoria das células
primordiais também é defendida. Ha& a possibilidade de que a HPB resulte de
anomalias nas stem cells (ISAACS; COFFEY, 1989).

Os fatores de crescimento associados aos hormonios, constituem uma
complexa rede de elementos que regulam de maneira direta o crescimento e
diferenciacdo da glandula, sdo conhecidos como fatores de crescimento peptidicos
(SRINIVASAN et al., 1995). Podem prover de varios tecidos exercendo agdes de
forma local no tecido que o produziu (efeito autécrino), nos tecidos adjacentes (efeito
paracrino) e em um o6rgdo a distancia (horménios) (THEYER et al.,, 1992;
SENSIBAR, 1995). A expressao anormal de somente um destes fatores ou de seus
receptores pode contribuir significantemente para a transformacdo de uma célula
normal em uma maligna (STEINER, 1993). Aumdller et al. (1992), Sherwood et al.
(1992), Sensibar, (1995), NIU et al., 2001 descreveram a relacdo de trés grandes
grupos de fatores de crescimento: fator de crescimento fibroblastico (Fibroblast
Growth Factor, FGF), fator de crescimento transformante beta (Transforming Growth
Factor Beta, TGF B) e fator de crescimento epidérmico (Epidermal Growth Factor,
EGF).

Em relacdo ao aspecto histologico da HPB, em 1979, DeKlerk et al.
observaram que dois tipos de hiperplasia podem ser reconhecidos na préstata
canina: glandular e cistica.

A hiperplasia prostética epitelial (HPEp), no céo inicia-se aos 2,5 anos de

idade, (EWING et al., 1984; BERRY et al., 1986). Caracteriza histologicamente pelo



aumento simétrico da prostata, onde o epitélio hipertrofico e hiperplasico forma
projecdes elaboradas em direcdo ao limem, gerando aumento do volume do acino
como um todo (DeKLERK et al., 1979).

Pelo fato da préstata ter uma natureza glandular, apés os quatro anos de
idade, ha a tendéncia para a hiperplasia prostéatica cistica (HPC) e € reconhecida,
microscépicamente por Varios cistos pequenos na estrutura glandular, revestidos
porepitélio do tipo cubico adelgacado, com &reas de hiperplasia glandular
intercaladas com focos de atrofia (DeKLERK et al., 1979; BLACK, et al., 1998).
Dessa forma, a HPC constitui uma extensdo da HPEp (BARSANTI; FINCO, 1992
GREEN; HOMCO, 1996).

A histologia da HPC é qualificada por um epitélio luminal hiperplasico e
hipertréfico do tipo cubico, com formacdo de grandes cavidades e aumento na
relacdo estroma/epitélio (DeKLERK et al., 1979). Sua etiologia € desconhecida, no
entanto, sabe-se que a obstrucdo dos ductos e a estase secretora aumentam a
pressédo intraluminal, empurrando o epitélio secretor contra a lamina basal, o que
provoca a perda da caracteristica irregular do limem e explica a auséncia das
projecoes digitiformes e a modificagcdo da funcionabilidade epitelial. Tal fato parece
estar ligado a um processo de reducédo ou perda da fungcdo secretora, que pode
evolui para atrofia do componente glandular (BABINSKI et al., 2002).

Os cistos variam de tamanho e contorno e contém liquido transparente claro
ou ambar. Em corte transversal, a hiperplasia cistica se parece com favo de mel. Os
cistos intra-parenquimais frequentemente comunicam-se com a uretra, e podem ser
maiores na periferia da glandula (DeKLERK et al., 1979; BARSANTI; FINCO, 1992).

Di Santis relatou em 2003, uma nova classificacdo dos padrdes histolégicos

descritos por Klausner et al. (1994), denominados de hiperplasia glandular, que



evidéncia o aumento simétrico da prostata, onde apenas células secretoras
proliferam; a hiperplasia complexa, que demonstra um aumento assimétrico da
glandula, com éareas de hiperplasia glandular intercaladas com focos de atrofia. O
estroma esta proeminente, principalmente em areas atroficas. Notam-se acinos
dilatados e cisticos, preenchidos por material eosinofilico. A inflamacéo crénica e a
metaplasia escamosa podem estar presentes. Este segundo tipo € mais observado
em animais acima de cinco anos de idade.

Di Santis (2003) relatou recentemente a hiperplasia estromal descrita por
Laufer-Amorim (2001), caracterizada pela proliferacdo do estroma fibroso ou
muscular associada, com frequéncia, a atrofia glandular e infiltrado inflamatorio
mononuclear.

Inflamacao branda e sem bactérias, na préstata estd comumente associada a
HPB (BRENDLER et al., 1983; BARSANTI; FINCO, 1992; SESSIONS; BARSANTI,
2004).

N&o é raro ocorrer HPB concomitante com outras prostatopatias (BARSANTI;
FINCO, 1986).

A incidéncia das alteracdes histopatologicas na HPB precede os sintomas
clinicos (LEPOR et al, 1994; BABINSKI et al., 2002).

Os sinais clinicos mais comuns da hiperplasia prostatica sédo: secrecao
uretral, hematuria em razdo da vascularidade da préstata aumenta que tem
tendéncia a sangrar (MAHAPOKAI, et al., 2000), infertilidade, tenesmo retal em
virtude de o crescimento hiperplasico ocorrer externamente, produzindo obstrucéo
retal e constipacdo (MAHAPOKAI, et al., 2000; DI SANTIS, 2003) dor em abddémen

caudal (KRAWIEC; HEFLIN, 1992).



Os métodos diagnoésticos para a HPB provém da anamnese e sinas clinicos,
associados aos achados obtidos pela palpacédo retal. Outras técnicas podem ser
Uteis e necessarias para o diagnostico definitivo, e todos os resultados devem ser
comparados a histopatologia (BARSANTI; FINCO, 1984; KRAWIEC; HEFLIN, 1992;
MUZZI et al., 1997; BARSANTI, 1999; MUZZI et al., 1999; DI SANTIS, 2003).

Para a avaliacao clinica da glandula prostatica, deve-se realizar a palpacéo,
simultaneamente abdominal e retal (BARSANTI, 1995; SESSIONS E BARSANTI,
2004). A prostata deve ser avaliada em relagdo ao tamanho, simetria, contorno da
superficie, mobilidade e dor. Ao exame fisico, a prOstata apresenta-se indolor e
simetricamente aumentada, com consisténcia normal (FEENEY et al.,, 1987). O
toque retal pode sugerir o aumento da glandula, representando um alerta para a
investigacdo de doencas prostaticas, inclusive cancer prostatico (SOUZA,
TONIOLLO, 2001; ANTUNES et al., 2006).

Uma técnica alternativa para coletar o liquido prostatico € a massagem da
prostata para a avaliacdo citolégica (BARSANTI et al.,, 1980). A citologia € uma
técnica que vem sendo utilizada rotineiramente na avaliacdo prostatica do cdo, muito
embora ndo permita a analise da arquitetura tecidual, como ocorre com o exame
histopatolégico (TVEDTEN, 1994). Possui vantagens devido a rapidez na obtencao
de diagndstico, todavia, os achados devem ser comparados ao exame
histopatolégico (PERMAN et al., 1979).

Krawiec, em 1994 descreveu a ultra-sonografia e a radiografia abdominal
como sendo métodos ndo invasivos para a visualizacdo indireta da glandula
prostatica. Murashima Junior, 2001, no entanto, afirma que a técnica ultra-
sonogréfica é inquestionavelmente superior a técnica radiografica, pois oferece mais

informacbes sobre a estrutura geral, tamanho, formato e arquitetura interna



glandular. As radiografias abdominais confirmam o aumento de volume prostatico
brando a moderado, com deslocamento dorsal do célon e deslocamento cranial da
bexiga. Na uretrocistografia retrégrada por distenséo, a uretral prostatica pode estar
normal ou ela pode parecer estreitada ou ondulada, sem que haja distor¢do ou
destruicdo. O refluxo uretro-prostatico pode estar maior do que o normal (FEENEY et
al., 1987). Através da ultra-sonografia, a prostata freqlientemente estd normal,
porém ela também pode se apresentar difusamente hiperecogénica com cavidades
parenquimais, se houve o desenvolvimento de cistos intra-parenquimais (MUZZI et
al., 1997).

O estudo de outros métodos de diagndstico, como os marcadores de tecido
prostético, tem contribuido para a obtencdo de maior sucesso no tratamento
(SOUZA; TONIOLLO, 2001). Nas dultimas décadas sua utilizacdo tem sido
progressivamente crescente, consolidando-se como uma tecnologia essencial para o
diagndstico anatomo-patolégico de rotina (FREDDY RINCON et al., 2004; ARAUJO-
FILHO et al., 2006).

A imunoistoquimica ao combinar técnicas anatbmicas, imunoldgicas e
bioguimicas, permite localizar componentes tissulares “in situ ” mediante o emprego
de anticorpos especificos e moléculas marcadoras (GIMENO, 1995).

A marcacao de anticorpos com diversas enzimas, por exemplo, peroxidase-
anti-peroxidase, que ao reagir com o0 substrato formam um produto final de cor
marrom, permite localizar antigenos especificos nas células e tecidos fixados e
processados pelos métodos histolégicos convencionais (GIMENO, 1995).

Apesar da quantidade de anticorpos disponiveis atualmente, a avaliacdo da

maioria das lesdes prostaticas ainda é baseada em métodos histoldégicos basicos



(hematoxilina e eosina), sendo a imunoistoquimica necessaria em cerca de 10% dos
casos (HELPAP, 1998).

Nos ultimos 20 anos, numerosos estudos com a expressao de citoqueratinas
(CK) e vimentinas (VIM) em células prostaticas normais e neoplasicas humanas vem
sendo publicados (LEONG et al., 1988; ITO et al., 1995 e COLLINS et al., 2001).

Contudo, a literatura, nesta espécie, € escassa no que se refere & sintese
destas proteinas pela préstata, ao seu uso como método diagndstico e aos seus
valores fisiolégicos (SOUZA; TONIOLLO, 2001).

Das distintas classes de filamentos intermediarios de proteina citoplasmatica
encontradas nas células, as citokeratinas (CK) sdo as normalmente expressas nas
células epiteliais e as vimentinas (VIM) nas células mesenquimais (AZUMI;
BATTIFORA, 1987; LEONG et al., 1988; HEATLEY et al., 1995; FRAGA et al.,
1998). A expressdo da CK no epitélio prostatico, no homem, é bem conhecida, como
também a expressao de VIM em epitélio hiperplasico e neoplasico (HEATLEY et al.,
1995).

A expressao da VIM é primariamente confinada em células mesenquimais,
embora sua co-expressdo seja detectdvel em alguns epitélios como no epitélio
tubular renal e no epitélio ovariano (HOLTHOFER et al., 1983; WERNERT; SEITZ,
1987; LEONG et al., 1988). Embriologicamente, estes tecidos derivam de uma parte
de mesénquima que sofreu transformacao epitelial. Por isso, a expressdo da VIM é

compreensivel para o epitélio (VERHAGEN et al., 1988; NAGLE et al., 1991).

Fraga et al. (1998), em andlise imunoistoquimica, revelaram uma abundante
marcacdo da VIM no tecido HPB em comparac¢do com o tecido prostatico normal.
Este dado implica que existem transformacdes epiteliais/mesenquimais que podem

conter um papel na patogénese da HPB (WERNERT; SEITZ, 1987; FRAGA et al.,



1998). A diferenca na expressao da VIM entre o epitélio normal e o hiperplasico
pode ser relacionado com a atividade proliferativa dos dois tecidos. O crescimento
na expressao da VIM no epitélio da HPB é relativo ao alto grau de atividade mitética
(comparada com o epitélio normal) (FRAGA et al., 1998).

As células basais tanto em tecido normal como hiperplasico demonstraram
ser negativos para VIM (WERNERT; SEITZ, 1987; GRIECO et al., 2003).

A VIM V9 foi detectada em fibroblastos estromais e células endoteliais de
vasos prostaticos (GRIECO et al., 2003).

Estudo realizado por Heatley et al. (1995) identificou a VIM e CK AE1/AE3 em
células basais de algumas glandulas hiperplasicas.

Em estudo feito por Grieco et al. (2003) e Wernert e Seitz (1987) em préstatas
normais, o largo espectro do anticorpo AE1/AE3 foi observado em todas as células
epiteliais, isto é, células basais e luminais de alvéolos e ductos glandulares e
demonstrando-se negativa nas células estromais.

O objetivo do tratamento nos caes com HPB é de diminuir o tamanho da
prostata e aliviar os sinais clinicos da HPB (BASINGER; RAWLINGS, 1987),
empregando medicamentos como estrogenos, anti-andrégenos inibidores da enzima
5 redutase e valendo-se da castracdao (TRAPMAN, 2001).

O tratamento deve ser instituido na presenca de sinais clinicos (BARSANTI;
FINCO, 1992; KRAWIEC, 1994; VANNUCCHI et al., 1997).

O mais efetivo é a castracdo (KUSTRITZ; KLAUSNER, 2000; GOBELLO et
al., 2002), que resultara em diminuicdo da préstata em 50% dentro de trés semanas
e 70% no tamanho da préstata em nove semanas (SESSIONS; BARSANTI, 2004) e

a reducéo dos sintomas se dara em sete semanas (GOBELLO et al., 2002).



Tanto nos cdes jovens como nos idosos, 0 peso da prostata diminui mais
rapidamente dentro do primeiro més apoés a castracdo (De KLERK et al., 1979). Nos
cdes acima de seis anos de idade, o peso da prostata continua a diminuir durante
trés a quatro meses. Os espacos irregulares pequenos da HPC podem permanecer
apos a castracdo (BARSANTI; FINCO 1992).

Os protocolos incluindo medicamentos podem ser indicados caso nao haja a
possibilidade de castracdo (KRAWIEC, 1994).

Os estrogenos como dietilestilbestrol (DES) deprimem a secrecdo de
gonadotrofinas pela glandula pituitaria e reduz os niveis de andrégenos, resultando
em atrofia prostatica. Contudo, causam efeitos colaterais acentuados, quando
comparados aos beneficios clinicos, pode provocar metaplasia escamosa, obstrucao
ductal e formacdo de cistos (BARSANTI; FINCO, 1992; KRAWIEC, 1994,
JOHNSTON et al., 2000).

Anti-andrégenos como a flutamida, ainda em estagio experimental, diminui o
tamanho glandular sem provocar os efeitos colaterais estrogénicos. O acetato de
megestrol reduz as concentracbes de testosterona e inibe a 5 a redutase
(BARSANTI; FINCO, 1992; VANNUCCHI et al., 1997).

A finasterida (Proscar®) inibe a enzima 5 a redutase tipo 2, o dutasteride
(Avodart®) bloqueia as enzimas tipo 1 e 2 (MARKS et al.,, 2006). Ambas, causam
supressdo da concentracdo de DHT, diminuindo o volume prostatico e abrandando
os sintomas da HPB, sem interferir nas concentracdes séricas de testosterona
constatados por Johnston e colaboradores (2000) que demonstraram através da
utilizacdo da finasterida em cédes da raca Beagle, marcada atrofia glandular e
diminuicdo no volume prostatico, além da diminuicdo do volume do sémen, sem

alteracdo na qualidade do mesmo e ndo afetando a concentracdo sérica de



testosterona, assim como no homem. O dutasteride induz a uma maior supresséao de
DHT que a finasterida no homem (MARKS et al., 2006).

Conclui-se que este tema merece mais atencdo no que diz respeito a
producdo dos marcadores de tecido prostatico, seus niveis e funcdes fisioldgicas

nas diversas alteracdes desse 6rgéo na espécie canina (SOUZA; TONIOLLO, 2001).
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Resumo

Comparacdo dos Métodos de Palpacéo retal, Citologia, Histologia e Imunimiguimica

para o Diagndstico da Hiperplasia Prostatica Benigna no Cao.

A hiperplasia prostética benigna (HPB) é a afeccao mais cataymbstata canina, porém, a
comparacao dos diferentes métodos diagndsticos como o exame deqedpec&itologia,
histologia e imunoistoquimica € pouco estudada nesta espécientdiieeate do que ocorre
no homem. Este trabalho teve por objetivo estudar, em vinte cées idoalbsragdes cito e
histoldgicas com emprego de imunomarcadores, na glandula prostatica. Em toéadidag|
observou-se HPB cistica, associada ou ndo a hiperplasia epieliaéstromal. A
imunomarcacdo com citoqueratina (CK) (clone AE1/AE3) foi relevame 4cinos com
epitélio adelgacado. A Vimentina (VIM) (clone V9) teve expiiessioderada em areas com
hiperplasia estromal acentuada. O toque retal e o lavado prostéistaram ser métodos de
auxilio no diagnéstico das prostatopatias, sendo indispensavel o uso dadisg@para
um diagndstico definitivo. O emprego de imunomarcadores teciduaistpastafere que
prostatas com HPB demonstram alteragbes metabdlicas que respoimdanomarcacao em
células hiperplasicas.

- Palavras-chave cao, hiperplasia prostéatica benigna, citologia, histologia, imunoistoquimica

Abstract

Comparasion of Rectal Palpation, Citologic, Histologic and Immunohistichemistry

Methods for Diagnosis of Benign Prostatic Hyperplasia in Dog.

Benign Prostatic Hyperplasia (BPH) is the most common tadfeof the canine prostate,
however, the comparison of different diagnostic methods for BPH thradigital rectal
examination, cytology, histology and immunohistochemistry has atiedies in this specie,
unlike man. The purpose of this study was understood, in twenty old dogs, cytology, histology
alterations using immunomarkers in the prostate gland. All tmelglshowed the presence of
cystic BPH, associated or not with epithelial or stromal tpipsia. The immunolapeling

with clone AE1/AE3 cytokeratine was relevant in alveoli witht #goytelium. Clone V9
Vimentine showed to be moderate in areas with a deep stromaplagie. Rectal palpation

and the prostatic washing product compose auxiliary diagnostic metbodgrostatic

diseases, being undismissable the use of histopathology for a ceadiegnosis. Prostatic



tissue immunomarkers employment to conclude that the prostateHRiIB1 demonstrate
metabolic changes which react with immunomarking in hyperplasic cells.

-Key words: dog, Benign Prostatic Hyperplasia, cytologic, histologic, immunohistoctrgmis
Resumen

Comparaciéon de los Métodos de Palpacion Rectal, Citologia, Histologia

Imunoistoquimica para o Diagndstico del Hiperplasia Prostatica Benigna en Berro.

La Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) es la afeccioa ocofnin de la prostata canina,
todavia, la comparacion de los diferentes métodos diagnosticos, comaidralpectal
citologia, histologia e imunohistoquimica es poco estudiada en lass,pdiferente del
hombre. Este trabajo tuvo como objetivo estudiar, en veinte perros andsnakeraciones
cito e histologicas con el uso del imunomarcadores en la glanchdgatca. Todas las
glandulas demostraran presencia de HPB cistica asociadas dliperplasiaepitelial o a
estromal. La imunomarcacion con Citoqueratina clone AE1/AE3 fegameie en acinos con
epitelio aplastado. La Vimentina clone V9 nieve expresién moderadeeas con hiperplasia
del estromal resaltada. El tacto rectal y el lavado prostatostraron ser métodos de auxilio
en el diagnéstico de las enfermedades prostaticas, siendo indispepsalso de la
histopatologia para un diagnéstico definitivo. El uso del imunomarcadieesejido
prostaticos infiere que prostatas con HPB demuestran alteraci@taisolicas que responden
a la imunomarcacion en células hiperplasicas.

- Palabras clave: perro, Hiperplasia Prostatica Benigna, ciplogistologia e

imunohistoquimica.

INTRODUCAO

A prostata é a Unica glandula sexual acessoéria do cdo (MURASHIUNIOR,
2001), sendo composta de elementos glandulares e estremvaisidos por uma capsula
fibromuscular espessa (VANNUCCHI et al., 1997).

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) é a alteracéo coamsim, visto que cerca de
100% dos caes nado castrados desenvolvem evidéncias histolégicas deadigpeqin o

avancar da idade (MAHAPOKAI et al., 2000; CURY et al. 2006). Eftacdo ocorre



espontaneamente no homem, cédo e chimpanzé (MAHAPOKAI et al., 200Qlteragbes
glandulares precedem os sintomas clinicos (BABINSKI et al., 2002).

Delineiam-se varias hipéteses para tentar decifrar o engfiopatolégico da HPB
(AUMULLER et al., 1980), considerada de etiologia heterogéneaiadaggrincipalmente, a
alteracao da relacao androgénio-estrogénio (BRENDLER et al., 1983) ertaelaéionada a
idade (MAHAPOKAI et al., 2000; GOBELO e CORRADA, 2002).

No cado dois padrdes histologicos séo identificados: a hiperplasiztmasepitelial
(HPEp), hiperplasia prostética cistica (HPC). HPEp caiaatse histologicamente por
aumento simétrico da préstata, onde apenas células secretomaslgérativas, e o epitélio
hipertrofico e hiperplasico projeta-se em direcdo ao lumem. HRCppesdenca de epitélio do
tipo cubico, com formacédo de grandes cavidades e aumento na relaga@/epitélio, com
areas de hiperplasia glandular intercaladas com focos deaatt@fiifer-Amorin (2001)
descreveu a hiperplasia prostatica estromal (HPE), cearacte pela proliferacdo do estroma
fibroso ou muscular, associada, com frequéncia, a atrofia glandufitrado inflamatorio
mononuclear.

O diagndstico definitivo da HPB é realizado por meio do exame higtol@gUZZI
et al., 1999). No entanto, o toque retal pode sugerir 0 aumento da glandutsgnaomeo um
alerta para a investigacao de doencas prostaticas (ANTUNES 2006). No cao, a citologia
€ uma técnica utilizada na avaliacdo prostatica (TVEDTEN, 1®®#ssui vantagens devido
a rapidez na obtencdo de diagnostico, muito embora ndo permitaise at#larquitetura
tecidual como na histologia.

A imunoistoquimica € um método diagndstico importante para a insgitigde
doencas prostaticas (ARAUJO-FILHO et al., 2006), pois combina &&craoatdmicas,
imunoldgicas e bioquimicas que permitem localizar componentes tesslifasitu” mediante

o0 emprego de anticorpos especificos e moléculas marcadoras (DI SAQUE.



A expressao de citoqueratinas e vimentinas foi demonstrada atascptostaticas
normais e neoplasicas humanas. S8o poucos os trabalhos com a exjastesiflamentos
de proteina na préstata canina (COLLINS et al., 2001; GRIECO et al., 2003).

Este tema merece mais atencdo no que diz respeito acatilidas imunomarcadores
no tecido prostatico, sua quantificacdo a fim de se inferir sola® fancdes fisiolégicas na
HPB do cdo (SOUZA e TONIOLLO, 2001). O objetivo deste trabalho foipeman os
métodos diagndsticos clinicos, de citologia, histologia e imunoistoquimacHPB no céo e

analisar as alteracdes morfologicas dos padrdes histologicos referesta afeccao.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados vinte caes machos néo-castrados, com idade sapeinao anos,
determinado através da verificacdo do desgaste dentario, cedidosptlo d& Controle de
Zoonoses (CCZ) da cidade de Aracgatuba.

Avaliacdo semiolégica da prostata foi realizada de formai-geamtitativa por
palpacdo trans-retal e abdominal simultaneas, observando-se tamant, (aomentado ou
diminuido), simetria ou assimetria, consisténcia (normal ou aljegatabilidade (normal ou
alterada).

Para a citologia, o material foi obtido por meio de lavado prostabm auxilio de
sondagem uretral concomitante a massagem prostatica por papdcioinal e toque trans-
retal. O lavado obtido foi corado com Panético rdpido para observacacélulesc
inflamatorias, bactérias, hemacias e espermatozoides, quantifi@doaesenca ou auséncia.
As alteracdes morfolégicas foram avaliadas conforme a nioladal ou alteracdo do padrao
celular. A quantidade de células no lavado foi demonstrada pelontegsicore de 0 =
ausente; 1 = discreta; 2 = moderada e 3 = acentuado. A morfologia citotbgivaliada pela

coloracdo de Papanicolaou, observando-se alteracbes nuclearesurds fig mitose,



anisocariose, nucléolos em nimero aumentado ou intensamente visiveisragdal na
relacdo nucleo/citoplasma.

Seis fragmentos glandulares foram colhidas para a realizdgaistologia e
posteriormente, processadas pelos métodos rotineiros para colorati@metoxilina-eosina
(HE). As alteracdes observadas permitiram classificépa de hiperplasia prostatica (HP)
em: 1) hiperplasia prostética cistica (HPC), 2) hiperplasiagtices epitelial (HPEp) e 3)
hiperplasia prostatica estromal (HPE), além de cistos, dilatacdestruicdo glandular e
atrofia. Estas alteragcbes foram quantificadas pelo escorea@sente; 1 = discreta; 2 =
moderada e 3 = intensa. Quanto ao infiltrado inflamatério avaliou-se a presesgséncia, a
distribuicdo classificada como focal, multifocal ou difusa; a lipegdo considerada
intersticial ou intra-acinar e a celularidade qualificada em mononuclgeniowrfonuclear.

Para o estudo imunoistoquimico foram utlizados o anticorpo monoclonal
Citoqueratina AE1/AE3(Monoclonal antibody Cytokeratin AE1/AE3 - Zymed, San
Francisco, USA) (diluicdo de 1:300) e o anticorpo contra a Vimentth&Vonoclonal
antibody Vimentin V9 - Sigma Chemical Company, St Louis, U@WJicdo e 1:400), para
avaliar o padrdo de imunomarcacéo das células acinares secech@sais e estromais nas
glandulas com HPBOs fragmentos foram desidratados em soluges alcodlicas rtessce
desparafinizados com xilol e rehidratados em alcool (70% a 100%guferacao antigénica
foi feita com a preparacao de um tampao de citrato e lavadaotocA® tampao de salina de
fosfato (PBS). A peroxidase enddgena foi bloqueada com peroxido de émidrog a
incubacdo “over night” com os anticorpos primarios citoqueratina AE3/@Huicdo de
1:300) e Vimentina V9 (diluicdo e 1:400) foi realizada a uma teatyrer de 37C.
Posteriormente, as laminas sofreram incubagdo com anticorpodaeio biotinilado (Kit

LSAB DAKO/USA) e, para a revelacdo com substrato cromatdgeriaputse solucao de



3,3'diaminobenzidina (DAB + pD,) durante 5 minutos. Os cortes foram contra-corados com
Hematoxilina de Haris e analisados em microscopio éptico.

As avaliacdes foram realizadas por dois analisadores independentes.

Para a analise estatistica foi empregado o Teste exatdslder para verificar a
associacdo entre variaveis dos achados da palpacéo retaloldgiaitda histologia e
imunoistoquimica. As estatisticas foram consideradas signifisatjuando p < 0,0%As

analises estatisticas foram efetuadas empregando-se o prograrfist@iical Analysis System).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento de volume prostatico em todos os cédes (Figura 1), foi ausereta
palpacdo retal, foi identificado ao exame macro e microscauow indicativo de HPB,
sendo resultante da proliferacdo de tecido epitelial e estroamljncremento no nimero e
tamanho das células epiteliais (DI SANTIS, 2003). A assimgtaadular demonstrada em
25% dos animais analisados associada a nodula¢des de consistéunadefla firme, sempre
esteve relacionada ao tamanho glandular aumentado na HPB. Todos ais avafiados
apresentaram mobilidade glandular normal pelo exame toque retRISE@ATI e FINCO,
1992).

A analise citolégica de oito animais apresentou alteracdesstaage de HPB
demonstrada pela maior celularidade de células prostaticasanddi hiperplasia (40% das
amostras), e pela identificacdo de células hipertréficas em discasos. Destes, cinco
apresentaram associacdao do aumento da celularidade e a hipeetofea. A literatura
veterinaria apresenta dados controversos quanto a ocorréncia deakipezphipertrofia na
prostata de cdes com HPB. No entanto, Barsanti (1999) sugere queestdbgsresentes, no
que se refere as células epiteliais, embora a proliferagdosempre mais evidente. A
citologia demonstrou ser Util como exame complementar para o diagnidstprostatopatias,

devido a rapidez na obtencdo de diagndstico, porém € imprescindivel guedssasejam



comparados aos do exame histopatologico (PERMAN et al., 1979). O rfessoofirmado
pelo presente trabalho, pois foram obtidos resultados histopatologietRBdem 100% dos
animais, sem no entanto ser esta alteracao identificada ndam¢atios exames citolégicos
obitidos pelo lavado prostatico. Da mesma forma, a visualizagdoluasciéflamatorias
encontradas no fluido prostatico ndo correspondeu ao niumero de glandulasegeeta@m
infiltrado inflamatério intersticial através da histopatologiao foram observadas alteracdes
nucleares nas células epiteliais na citologia submetida aacatmrde Papanicolau o que
indica a auséncia de alteracfes displasicas e neoplasibagoaeste, no histopatolégico
corrobando com Raskin e Meyer, 2003.

Em sete amostras (35%) de lavado prostatico havia leucocitosoffolimcleares e,
dentre elas, somente em um cdo ocorreu associagdo com mononudEa@asstrando ser
baixa a possibilidade de deteccéo de células mononucleares no lavadlicpross casos de
prostite cronica, visto que a inflamacdo apresenta-se intdrsticiaanalise estatistica
confirmou ndo haver correlacdo entre estas duas variaveis. Lad@®; (Lagfer-Amorim
(2001) afirmaram que a cronicidade é distinguida por agregados de tisfq@asmaocitos e
macrofagos no estroma fibromuscular na analise histopatolégicadsiatps caninas com

hiperplasia prostéatica benigna.

No presente estudo, os resultados histopatologicos demonstraram que 100% das
préostatas apresentaram algum dos 3 tipos de hiperplasia, em canzomin os relatos de
Mahapokai et al. (2000); Cury et al. (200&). hiperplasia prostatica, isolada ou em
associagdo em uma mesma glandula foi descrita por Di Santis,(30@33ugeriu que, uma
vez instalada qualquer lesdo patoldgica, a prostata se torreptdumica outras alteracdes
subsequentes como o0s processos inflamatérios ou infeccibsoforma semelhante, as
alteracdes hiperplasicas foram: 100% de HPC, 60% de HPEp e 4BREleA hiperplasia

prostatica cistica (HPC) foi observada em todas as glandulksadna (Figura 2) e esteve



presente isoladamente em 25% dos casos. A associacdo de HFEp ddHobservada em
30%, HPC e HPE em 15% e a combinacéo dos trés tipos de hiperpiageanbnstrada em
30% das amostras analisadas. Houve correlacdo estatistica (p ¥) 0®@ a grande
quantidade de células observadas a citologia e a presenca dedéREmstrando que para

esta alteracdo, a citologia do lavado prostéatico € um importante método diagndstic

Através da histopatologia, nas glandulas com HPC, foi evidenciado adeky#o do
epitélio luminal quando da presenca de &acinos cisticos o0 que estérde eom BLACK et
al., 1998. Em 95% das amostras analisadas foram identificadas estruturas déstaamanhos
diferentes associados a hiperplasia e distribuidos por todo o parénglsinthular de
tamanhos diferentes. Estes achados corroboram com os descritosagoreBhl., (1998);
Johnston et al. (2000); Di Santis (2003) que caracterizam a hiperglissica pelo
revestimento epitelial hiperplasico do tipo cubico, com formacéo de grandes cayitanes
dilatados, cisticos e preenchidos por material eosinofilico. Coractipstde hiperplasia é
descrita como a de maior freqtiéncia em cées acima de cincpanig-se que as alteracdes
hiperplasicas devem se iniciar em animais adultos/jovens corap Ellevoluirem para HPC

como descrito por Vannucchi et al. (1997).

A atrofia da glandula prostética foi observada em 20% das amdsstas achados
estdo de acordo com os relatos de Ladds (1993); Laufer-Amorim (200tesgreveram a
atrofia glandular associada a inflamacdo da préstata e HP8ilatacdo glandular foi
evidenciada em 100% das amostra e em 80% dos animais houve @esiniigarénquima
em varios graus devido ao processo inflamatorio instalado, concordando dten {4878

apud DI SANTIS, 2003).

O infiltrado inflamatério intersticial mononuclear, (Figura 3), dbiservado em 85%

das glandulas prostéticas analisadas, apresentando-se difuso naa ndaisri casos,



confirmando a sua alta incidéncia em caes com idade acima de GKRAOYIEC, 1994). A
evidéncia de inflamacdao cronica branda € comum em HPB, corrobamdBarsanti (1999);
Sessions e Barsanti (2004). Entretanto, 62,5% das amostras apresentaradoiiftirsticial
mononuclear moderado a intenso associado a atrofia do epitelio glandildéagdes
glandulares, cistos e destruicdo glandular. Estes achados, segui@mtisi (2003), séo
indicativos com prostatite cronicA auséncia de correlagdo entre os achados de infiltrado
intra-acinar (5,88%) e a identificacdo de células inflamatdrasitologia do lavado (35%),

pode ser explicado pela localizacao intersticial do processo inflamait@micar

Na avaliacdo imunoistoquimica, de acordo com Wernet e Seitz (198&3p @t al.
(2003), o anticorpo CK AE1/AE3 marcou o epitélio secretério, célulassbdsaylandulas e
ductos prostaticos normais. Neste trabalho, a avaliacdo imunoistoguitilizando este
mesmo imunomarcador foi positiva em 100% das glandulas, marcando pretdemerate,
com classificacdo de escore 1, células epiteliais luminaisagigue revestiam a maioria dos
acinos dilatados (Figura 4), indicando que estas células softeracées morfolégicas e
metabdlicas importantes nesta afeccdo. N&do houve imunomarcacaallds békais sem
alterac6es morfolégicas presentes ou hiperplasicas e foa na@cacdo do epitélio colunar
normal, contrariando os relatos dos autores Wernet e Seitz (19860 @t al. (2003). Nao
houve marcacao de células estromais, concordando com Werntt €L$&7); Grieco et al.
(2003).

Wernert e Seitz (1987) afirmam que o epitélio secretério da gipdostatica normal
e com hiperplasia expressa a VIM nas regides basais do aiaplasque células basais
normais ou hiperplasicas ndo expressam. Neste trabalho ndo foi ohsxpeessao da VIM
no epitélio secretor normal ou hiperplasico e, porém o epitélid basaal demonstrou
imunomarcacao em 10%. Ao contrario, em 65% das amostras, com @ \estando entre 1,

2 e 3, observou-se a positividade para este imunomarcador em dxs&s de acinos



acentuadamente cisticos (Figura 5), cujo epitélio luminal ensardm extremamente
adelgacado ou em locais onde havia intensa proliferacdo do epitéétdsec concordando
com Heatley et al. (1995); Fraga et al. (1998)diferenca na expressao da VIM entre o
epitélio normal e o hiperplasico pode estar relacionada com a dévidaliferativa e ambos
os tecidos. A maior expressado da VIM no epitélio da HPB estdaeionada ao maior grau
de atividade mitética, quando comparado ao epitélio normal (FRAGA &88B). De Marzo
et al. (1999) demonstraram, utilizando estudos imunoistoquimicos, que haaionaaxa de
proliferacéo no epitélio basal em préstatas normais. Esta obserefg&a a hipotese de que
estas células seriam precursoras do epitélio secretéripesdairem funcéo de “stem cells”
(DE MARZO et al., 1999).

As células estromais demonstraram 100% de imunomarcacao pava@ivbbando
com Grieco et al. (2003) que descreveram a expressao da VIkp&ftas em fibroblastos
estromais e células endoteliais prostaticas. A imunomarcacaimtépisa nas regides de
proliferacdo estromal, incluindo os vasos sanglineos e fibroblastos.

A comparacdo dos métodos de diagndsticos de toque retal, citologiagdigstel
imunoistoquimica propostos, demonstrou que o exame do toque retal parasagiizula
prostatica, deve ser instituido como parte do exame clinico de estingies machos, néo
castrados, acima de 5 anos, devido a alta porcentagem de animaisegeata@m, neste
estudo, associacdo do aumento do tamanho glandular com alteragiiégitast compativeis
com hiperplasia prostatica benigna.

O uso isolado do exame citologico realizado através do lavado mostdo €
indicado para o diagnostico da HPB no cdo, devido as diferencas nosad@sult
demonstrados, em uma mesmo animal, entre este exame e o hist®dgianto, o0 exame de

citopatologia mostrou-se util no auxilio a histopatologia no diagnostico destaqpatta



A imunoistoquimica mostrou-se de extrema importancia para seamabrfolégica
das células epiteliais prostaticas de glandulas hiperplésidagpouco valor para o auxilio no

diagnostico da hiperplasia prostéatica benigna no céo.
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Comparacdo dos Métodos de Palpacdo retal, Citologia , Histologia e
Imunoistoquimica para o Diagnostico da Hiperplasia Prostética Benigna no
Cao.

Figura 1: Glandula prostatica mostrando alteracdes macroscépicas de

prostatomegalia .

Figura 2: fotomicrografia demonstrando a hiperplasia cistica
prostéatica benigna e do epitélio luminal adelgacado (H&E 40 X) .



Figura 3: Fotomicrografia da prostatite crénica com presenca de infiltrado
inflamat6rio mononuclear no estroma glandular (H&E 100X).

Figura 4: Fotomicrografia da expressdo da imunomarcacdo com o0 anticorpo

monoclonal CK clone AE1/AE3 na hiperplasia prostéatica benigna (100X).



Figura 5: Fotomicrografia da expressdo da imunomarcacdo com o0 anticorpo

monoclonal VIM clone V9 na hiperplasia prostatica benigna (100 X).



CONCLUSOES

Com base nos resultados observados no presente estudo, pode-se concluir

que:

- O toque retal € um método de triagem para a analise clinica da glandula prostatica

com HPB no céao.

- Nao houve correlacdo entre os exames histopatoldgicos e citolégicos, de tal forma
que a utilizacdo do lavado prostatico como método diagndstico isolado para a

hiperplasia prostatica benigna no cdo nao € indicado.

- Houve associacéao dos trés tipos de hiperplasia prostatica em uma mesma glandula

canina.

- A acentuada expressao da vimentina V9 em células epiteliais basais localizadas
sob células luminais adelgacadas de acinos cisticos, quando comparada com a
camada de células basais de acinos sem alteracdes morfoldgicas, indica uma
atividade celular intensa e confere a este epitélio a funcao de possivel provedor de

células epiteliais secretoras.

- A imunomarcacao da CK AE1/AE3 em células luminais patologicamente alteradas,
em detrimento ao epitélio luminal normal, demonstra alteracdo morfolégica

importante.
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