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VARIACOES REGIONAIS E EFEITOS DA CASTRACAO NOS LOBOS
DORSAL E VENTRAL DA PROSTATA DO GERBILO DA MONGOLIA

(Meriones unguiculatus)

RESUMO

No presente estudo foram propostas duas analises a respeito do complexo
prostatico do gerbilo Meriones unguiculatus. A primeira consistiu em examinar, com
uso de técnicas de microdissec¢dao, microscopia de luz e microscopia eletronica de
varredura, a estrutura anatémica e histolégica dos lobos prostiticos, bem como
caracterizar as suas possiveis diferencas regionais. Os resultados mostram que o
complexo prostatico de gerbilos normais, ao contrario do descrito em trabalhos
anteriores, apresenta quatro pares de lobos distintos: ventrais, dorsais, dorsolaterais
e anteriores ou glandulas coaguladoras. Com exceg¢do da glandula coaguladora, estes
lobos diferem quanto ao grau de ramificacdo e dimensoes das unidades tubulo-
acinares, aspecto da secre¢ao e organizacao estromal. Todos, porém, apresentam,
além dos ductos principais, trés regioes histologicamente distintas e designadas de
acordo com a localizacio em relacdo a uretra. A segunda proposta consistiu em
avaliar comparativamente o efeito progressivo da castragdo cirurgica entre os lobos
ventrais e dorsais, com énfase para as alteracOes em alguns componentes estromais,
como as células musculares lisas, fibras colagenas e os proteoglicanos de condroitim
sulfato. Assim, os complexos prostaticos de machos adultos intactos (grupo
controle) ou submetidos a castragao cirargica 7, 14 e 21 dias antes (grupos
castrados) foram caracterizados com base em critérios histolégicos, estereolégicos e
imunocitoquimicos, em nivel de microscopia de luz. Varios sinais da falta de
andrégenos, tais como pregueamento e atrofia epitelial, diminuicao do limen acinar
e aumento do componente estromal, foram detectados para ambos os lobos, em
especial apos 14 dias de ablagao androgénica. Estas alteracSes coincidem com uma
redistribuicao dos proteoglicanos de condroitim sulfato e sua aparente diminuigao.
A atrofia epitelial ocorre mais rapidamente no lobo ventral em comparacao com o
dorsal, onde a remodelacio estromal é mais drastica. Em conclusio, tanto as
caracteristicas estruturais como a resposta a falta de andrégenos apontam para
diferencas marcantes intra e interlobulares no complexo prostatico do gerbilo, as
quais devem ser consideradas em estudos experimentais.
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REGIONAL VARIATIONS AND CASTRATION EFFECT ON DORSAL
AND VENTRAL LOBES OF THE MONGOLIAN GERBIL PROSTATE

(Meriones unguiculatus)

ABSTRACT

In this study, two analyses about the prostatic complex of the gerbil Meriones
unguiculatus  were suggested. The first one consisted in examine, using
microdissection techniques, light and scanning electron microscopies, the
anatomical and histological structure of the prostatic lobes, and to characterize its
possible regional differences. The results show that the prostatic complex of normal
gerbils, in contrast of previously described, presents four pairs of distinct lobes:
ventral, dorsal, dorsolateral and anterior or coagulating gland. Except for the
coagulating gland, these lobes differ on the ramification degree and tubuloacinar
units dimension, secretion aspect and stromal organization. All of them, however,
present, besides the principal ducts, three histologically distinct regions, named
according to the localization in relation to the urethra. The second proposal of the
work consisted in evaluate comparatively the progressive effect of castration
between the ventral and dorsal lobes, with emphasis to the alterations in some
stromal components, such as smooth muscle cells, collagen fibers and condroitin
sulphate proteoglycans. Thus, the prostatic complexes of intact adult males (control
group) or submitted to surgical castration 7, 14 and 21 days before (castrated
groups) were characterized based on histologic, stereologic and immunicitoquemical
criteria, using light microscopy. Some signals of the androgen lack, such as epithelial
atrophy and infolding, lumen reduction and stromal increase, were detected in both
lobes, especially after 14 days of androgen suppression. These alterations coincide
with redistribution on condroitin sulphate proteoglycans and its apparent decrease.
The epithelial atrophy occurs faster on the ventral lobe comparing to the dorsal
lobe, where the stromal remodeling is more drastic. In conclusion, both structural
characteristics and the answer to the lack of androgen points to remarkable inter
and intralobular differences of the gerbil prostatic complex, which must be
considered in experimental studies.
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INTRODUCAO

A prostata ¢ uma glandula acesséria do sistema genital masculino de
mamiferos que contribui com a maior parte do volume do sémem. Sua secre¢iao
consiste de uma ampla variedade de produtos, entre eles fons, lipidios, proteinas,
substancias imunossupressoras e antiinflamatérias que, em conjunto, conferem as
propriedades especificas do sémem e contribuem para a sobrevivéncia dos
espermatozéides (Guyton, 1984; Vilamaior, 2003). A sua notavel complexidade
estrutural explica-se, pelo menos em parte, pelo papel biolégico relacionado a
sintese e ao acimulo de secreciao e também a rapida expulsao do fluido prostatico.
Assim, o componente glandular desse 6rgio ¢ formado por unidades secretoras do
tipo tubulo-acinares, que funcionam como reservatérios distensiveis, envoltas pelo

componente estromal, com propriedades contrateis (Nemeth e Lee, 1990).

Em primatas, durante o desenvolvimento embrionario e diferenciacio pos-
natal do 6rgio, as unidades glandulares, originadas a partir de brotamentos do
epitélio do seio urogenital, fundem-se formando um 6rgao compacto com regides
embriologicamente distintas (Price, 1963; McNeal, 1997). Dessa forma, na prostata
de humanos sdo reconhecidas trés regides, designadas de zona de transi¢ao
periuretral (ZT), zona periférica (ZP) e zona central (ZC). Esta dltima circunda a
uretra na regiao em que os ductos ejaculatorios desembocam na uretra. Possui
unidades glandulares amplas e complexas e mostram uma camada epitelial irregular,
pregueada e estratificada. A ZT ¢é composta por l6bulos glandulares com ductos
mais curtos quando comparados aqueles encontrados na ZP e é geralmente separada
desta por uma faixa de tecido rico em fibras colagenas. A ZP contém a maior parte
do tecido glandular na proéstata normal, correspondendo a aproximadamente 75%
do volume do 6rgio em condi¢gdes normais. A ZP localiza-se predominantemente
nas porg¢oes posteriores e laterais da glandula, estendendo-se ao apice e circundando

a ZC em direcao a base (Price, 1963; McNeal, 1997).

Em roedores, os brotamentos epiteliais formados durante o desenvolvimento
embrionario dao origem a lobos prostaticos que se mantém isolados (Price, 1963;

McNeal, 1997). Portanto, nessas espécies observa-se um complexo prostatico
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formado por lobos ventrais, dorsais, laterais e lobos anteriores (Price, 1963;
Sugimura e al., 1986). Esses lobos prostaticos sio compostos por um complexo
sistema de ductos que partem da uretra e terminam distalmente em muitos ramos

proximos a capsula.

Existe uma ampla literatura acerca da estrutura do complexo prostatico de
roedores utilizados como modelos experimentais, como o rato e o camundongo, ¢
sobre os fatores envolvidos na regulacio funcional de cada um dos componentes
glandulares. Estudos sobre a morfogénese ductal em ratos adultos, baseados em
experimentos de digestao com colagenase, associados a microdissec¢ao, revelam um
padrio de ramificagio ductal caracteristico para cada lobo prostatico e mais
acentuado no lobo ventral em comparagdao com os lobos laterais e dorsais (Sugimura
et al., 1986; Hayashi ef al., 1991). O contetddo da secrecao também ¢é especifico para
cada lobo (Jesik ez al., 1982; Lee et al., 1985; Sugimura ef al., 1986; Lee ez al., 1990;
Hayashi ef al., 1991, Chow e# al., 1992; Kinbara e Cunha, 1996). A principal proteina
secretada pelo lobo ventral da prostata de ratos é uma proteina tetramérica
conhecida como proteina prostitica ligada a esterdide ou o-proteina. A prostata ventral
também secreta citrato, espermina, espermidina e uma proteina que se liga a
espermina. Ja os lobos dorsolaterais da prostata sio o principal sitio de secre¢iao de

frutose e de acumulo de zinco (Kinbara e Cunha, 1990).

Analises dos ductos prostaticos de rato em toda sua extensio demonstram
que a morfologia epitelial e estromal varia ao longo do eixo distal-proximal com
implicagoes para a capacidade secretoria e proliferativa (Prins ez a/., 1992; Nemeth e
Lee, 1996; Banerjee ¢z al., 1998). A camada epitelial dos ductos prostaticos varia de
colunar alta, ativamente sofrendo proliferacao celular e com um estroma adjacente
composto predominantemente de fibroblastos na sua extremidade distal até cubico
ou colunar baixo cuja func¢ao secretora ainda nao esta clara, na regido intermediaria

(Nemeth e Lee, 1996; Farnsworth, 1999).

Uma drastica diminui¢do na secre¢dao prostitica e aumento da morte celular
por apoptose tem sido descritos para a prostata ventral de ratos, indicando que esta
regido ¢ mais sensivel a privacdo androgénica (Banerjee ¢f 4/, 1995). Além disso, esta
regiao do complexo prostatico torna-se atréfica com o envelhecimento animal, nao
exibindo hiperplasia mesmo apés administracao de testosterona por longos periodos
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(Kyprianou e Isaacs, 1989; Reznik e al, 1981). Em contraste, os lobos dorsais e
laterais sofrem, durante o envelhecimento animal, um aumento no tamanho em
decorréncia do surgimento de hiperplasia epitelial espontanea ou induzida pela
administragdo cronica de testosterona (Banerjee e al, 1994; 1998). Com base nesses
estudos e em outras evidéncias (Yamashita ez a/, 1996) um certo grau de homologia
tem sido sugerido entre os lobos do complexo prostatico de alguns roedores e as
zonas da prostata humana. Os lobos dorsais e laterais da préstata do rato parecem
ser homologos a zona periférica da préstata humana, o lobo anterior provavelmente
representa a zona central, enquanto nio existem evidéncias de homologia com a
prostata ventral do rato (Yamashita ef al, 1996). Apesar disso, o lobo ventral tem
sido o componente mais estudado do complexo prostatico de roedores de
laboratorio, o que se explica, pelo menos em parte, pela sua alta responsividade aos
andrégenos (Reznik e al, 1981; Kyprianou e Isaacs, 1987; Banerjee et al, 1995;
Carvalho e Line, 1996; Carvalho e al., 1997a).

Histologia prostatica

Conforme mencionado anteriormente, a prostata ¢ uma glandula composta,
de morfologia tubulo-acinar ramificada, cujo epitélio glandular é formado por trés
tipos celulares fenotipicamente distintos: as células basais, as secretoras ou luminais

e as neuroendocrinas (Peehl, 1996; Shappel, 2005).

As células basais sio células com formato alongado, dispostas ao longo da
lamina basal e abaixo das células luminais. Em condi¢des normais apresentam maior
capacidade proliferativa em comparagdo com as células luminais, conforme
evidenciado pela maior expressio de antigenos associados a proliferacio celular,
como a proteina nuclear p63 (Bonkhoff ez al, 1994; Signoretti et al., 2000). Além
disso, apds a castragao de ratos, as células luminais sofrem uma drastica atrofia,
enquanto as células basais persistem inalteradas, além de aumentarem sua taxa de
proliferacao para reconstituir o epitélio glandular quando ha reposicao de andrégeno
(Peehl, 1996). Analises imunocitoquimicas mostram que essas células expressam as
citoqueratinas CK5 e CK14, marcadores de células epiteliais indiferenciadas (em

atividade proliferativa) (Hudson ez a/, 2001). Com base nesses achados tem sido
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atribuido a esse tipo celular um papel na regeneracio do epitélio glandular e

sugerido que pelo menos parte dessa populacao de células tenha propriedades de

células-tronco (Peehl, 1996; Signoretti ez al., 2000).

As células epiteliais luminais sao as mais abundantes e responsaveis pela
secrecao do fluido prostatico, cujo citoplasma exibe caracteristicas ultra-estruturais
compativeis com a secre¢ao protéica, tais como grande quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi bem desenvolvido (Shappel, 2005).
Essas células, geralmente cilindricas, e diferenciadas, além de expressarem atividade
para enzimas especificas, como a fosfatase acida prostatica (Custodio ez al., 2004) e
antigeno prostatico especifico — PSA, podem ser identificadas pela expressao
seletiva de citoqueratinas CK8 e CK18 (Hudson ez a/, 2001; Van Leenders e
Schalken, 2003).

Uma pequena porcentagem de células neuroenddécrinas também tem sido
descrita para o epitélio prostatico da maioria das espécies estudadas. Essas células
sao diferencialmente marcadas das demais por responderem positivamente a reagao
histoquimica de impregnacdo por prata e¢ a reagdo imunocitoquimica a anticorpos
anti-cromoganina A (Signoretti ¢ a/, 2000). Em nivel ultra-estrutural elas sio
reconhecidas por possuirem granulos de secre¢ao centrais densos (Shappel, 2005). A
relagio entre o desenvolvimento das células neuroendocrinas e as células basais ou
luminais ¢ desconhecida, porém tem sido sugerido que o fendtipo neuroenddcrino
representa um caminho alternativo de diferenciagao das células tronco precursoras.
Assim, uma célula basal poderia tanto se diferenciar em célula neuroendrécrina ou
em célula luminal secretora. Se essa hipotese for valida, pouco se sabe sobre os
fatores que podem estar envolvidos na regulacio do desenvolvimento desses dois

padroes alternados de diferenciacao (Peehl, 19906).

O estroma da proéstata é rico em fibras colagenas e elasticas e seus principais
constituintes celulares sdo as células musculares lisas e os fibroblastos. Também
podem ser encontradas mastocitos, células endoteliais e pericitos, juntamente com

terminagdes nervosas e ganglios sensitivos (Farnsworth, 1999; Vilamaior, 2003).

Os fibroblastos desempenham um importante papel na manutencao da

homeostasia prostatica, pois produzem um grande numero de fatores de
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crescimento de agdo autdcrina e paracrina. Além disso, também produzem um
ambiente adequado composto de colageno (Mintzing, 1981), fibras elasticas
(Carvalho ez al., 1996), proteoglicanos (Kofoed ez al., 1990; Terry e Clark, 1996 a, b)
e microfibrilas (Carvalho ez al, 1997b), entre outras macromoléculas (Vilamaior e al.,
2000; Vilamaior, 2003). Ja a célula muscular lisa constitui o componente
predominante do estroma prostatico, representando 22% do volume total da
prostata humana (Shapiro ef al, 1992), e predominando ao redor dos ductos, onde
encontram-se em {ntimo contato com a membrana basal das células epiteliais. Ja na
prostata ventral de ratos, as CML ocupam cerca de 5% do volume total da glandula
e cerca de 14% do estroma (Antoniolli ef al, 2004). A principal fun¢ao dessas células
corresponde a contragao do 6rgio durante a ejaculacio, permitindo que o conteido
de secrecao acumulado seja eliminado na uretra. Porém acredita-se que as células
musculares lisas também estejam envolvidas na regulagdo da estrutura e da funcio
epitelial, produzindo fatores regulatorios responsaveis pela homeostase do 6rgao

(Cunha et al., 19806; Vilamaior, 2003).

A distribuicao das células estromais varia conforme a por¢ao ductal,
passando de quase exclusivamente fibroblastos na porc¢ao distal, a quase totalmente
células musculares na regido proxima a uretra. Acompanhando essa distribuicao
celular, as fungoes desempenhadas pelo estroma também diferem quanto a posicao.
A porgao distal produz exclusivamente fator de crescimento de fibroblasto (bFGF),
enquanto que o estroma da base uretral emite apenas fator de crescimento de
transformacao B (TGFB). O estroma prostatico é retratado como tendo fungées de
promover suporte mecanico ao epitélio adjacente e de alguma forma elaborar
fatores de crescimento, os quais modulam atividades secretorias e proliferativas,
ambas dentro da populacdo celular estromal (através de estimulos autdcrinos) e

transmitida por secre¢do paracrina ao epitélio (Farnsworth, 1999).

A matriz extracelular nas interag¢des epitélio/estroma

A matriz extracelular (MEC) consiste de uma complexa mistura de
componentes protéicos, proteoglicanos e glicoproteinas adesivas que propiciam

suporte mecanico as células e tecidos e contribuem ativamente para suas
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propriedades funcionais (Hay, 1991; Pupa ez al, 2002). As variadas macromoléculas
da matriz extracelular atuam cooperativamente para regular uma ampla gama de
processos celulares, tais como migracao, adesao, proliferagao, diferenciagao e morte.
Esses aspectos do comportamento celular sao essenciais para o desenvolvimento, a
maturacao e a homeostase dos 6rgaos (Hay, 1991; Alberts ef al, 2004). Assim, de
maneira geral, pode-se considerar que a a¢ao dos componentes celulares do estroma
sobre o epitélio ocorre tanto pela producio de fatores paracrinos como de
componentes da matriz extracelular que, entdo, modulam a funcao epitelial (Hay,
1991; Lin e Bissel, 1993; Farnsworth, 1999; Alberts ef al., 2004).

Varios estudos tém procurado avaliar quais os mecanismos especificos pelos
quais os componentes da matriz extracelular regulam as interacOes entre o estroma e
o epitélio da prostata (Lin e Bissel, 1993; Carvalho e al, 1997 a, b; Vilamaior ef al.,
2000). Estudos em humanos e roedores t¢ém mostrado que, em condi¢des normais,
o estroma prostatico é rico em fibras coldgenas (compostas por colageno tipo I),
fibras reticulares (compostas por colageno tipo III) e fibras elasticas (Bloom &
Fawecett, 1994; Borges ¢# al., 2005). Esses componentes fibrosos sio drasticamente
remodelados em diferentes situacdes como na queda de andrégenos causada pela
castracao (Vilamaior ez al, 2000), pela administracio de finasterida (Corradi ef af,
2004) e na instalacao de lesoes patologicas (Vilamarior ez al., 2003; Taboga e Campos
Vidal, 2003).

O papel dos proteoglicanos para o funcionamento estromal da prostata
também tem sido investigado, embora em menor grau. Os proteoglicanos sio
moléculas hibridas, de grande diversidade estrutural, que possuem pelo menos uma
cadeia de glicosaminoglicano sulfatado ligado covalentemente a um “core” protéico
(lozzo, 1998). Os glicosaminoglicanos, por sua vez, sio polimeros lineares de
unidades dissacaridicas repetitivas (Alberts ez a/., 2004). Entre as principais categorias
de glicosaminoglicanos sulfatados destacam-se os dermatans, os queratans, Os
condroitins e os heparans sulfato (Alberts ez al, 2004). Um amplo espectro de
fungoes especificas tem sido atribuido as diferentes familias de proteoglicanos, as
quais estdo envolvidas com as propriedades estruturais e biomecanicas da matriz
extracelular e também com processos dinamicos da vida celular, como o

reconhecimento, o crescimento, a diferenciagao e a proliferacao (Ruoslahti, 1989).
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Até o momento, quatro tipos de glicosaminoglicanos foram descritos para a
prostata humana normal, sendo o condroitim e o dermatam sulfato predominantes
(DeKlerk, 1983). Variagoes na quantidade e nos tipos de glicosaminoglicanos foram
relatadas ao longo do climatério de cobaias (Horsfall ¢f al., 1994), indicando que as
alteracbes hormonais, aparentemente, influenciam a quantidade desses compostos.
Em ratos, a expressao de glicosaminoglicanos ¢é alterada apds a castracio, com
aumento progressivo da sintese de dermatam e heparam sulfato e diminui¢ao da
sintese de condroitim sulfato (Kofoed e# al., 1990; Fernandes, 2000). Ainda nio ¢é
claro, contudo, como essas alteragdes nos proteglicanos afetam a fisiologia

estromal.

Agao dos andrégenos na prostata

A funcio secretora do epitélio prostatico ¢ regulada por andrégenos, que
participam na diferencia¢do e na manuten¢iao do estado ativo da glandula (Cunha ez

al., 1985; Donjacour e Cunha, 1993; Nemeth e Lee, 1996).

Porém, alguns estudos mostram que as células estromais também sdo
necessarias para a organizacao arquitetural do epitélio da prostata, e nao apenas o
estimulo androgénico, pois mesmo na presenca de andréogenos a organizagiao
epitelial e a funcdo glandular sio perdidas se as células estromais nao estiverem
presentes (Hayward ez al, 1992). Isso indica, entdo, que o estroma provavelmente ¢é
o primeiro alvo da acdo dos andrégenos, sendo a reagio do epitélio mediada por
fatores estromais (Sugimura ef al, 1986; Cunha, 1994; Nemeth e Lee, 1990).
Segundo Cunha (1994), os andrégenos niao agem diretamente mediando o
crescimento das células prostaticas epiteliais, mas ao invés disso, atuam nas células
prostaticas estromais e as estimulam a secretar fatores de crescimento que, entio,
agem sobre a proliferacio das células epiteliais (Pechl, 1996). Além disso, durante o
desenvolvimento embrionario o mesénquima do seio urogenital e o estroma da
prostata em formagao apresentam grandes quantidades de receptores androgéncios,
enquanto tanto o seio urogenital quanto os brotos prostaticos nao apresentam niveis
detectaveis desses receptores (Donjacour e Cunha, 1988). Isso sugere que a agao de
andrégenos na morfogénese prostatica deve ser indireta, atuando via estroma, uma

vez que parte significativa do crescimento epitelial (que é dependente do estimulo
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androgénico) ocorre na fase em que as células epiteliais ndo apresentam receptores
para andrégenos. (Donjacour e Cunha, 1988). A dependéncia androgénica faz da
prostata um excelente modelo para estudos que visam elucidar as interagdes epitélio-
esttoma e os mecanismos celulares e moleculares que modulam esta relagio
(Donjacour e Cunha, 1988; Zhao er al, 1994; Lee, 1996; Farnsworth, 1999;
Vilamaior et al., 2000).

A privagao androgénica induz uma série de alteragées nos diferentes
componentes do complexo prostatico, levando a um processo atréfico conhecido
como regressao prostatica. Estudos morfolégicos e bioquimicos tém evidenciado
que a remodelacdo estromal que segue a supressao androgénica ¢ variavel entre os
lobos prostaticos (Kiplesund ez a/., 1988; Holterhus ez al., 1993; Terry e Clark, 1996
a, b). As mudancas atréficas ocorrem preferencialmente nas terminagdes em fundo
de saco das unidades glandulares e progridem no sentido proximal a uretra
(Sugimura et al, 1986), sendo caracterizada por drastico remodelamento nos
componentes estromais, com alteragcdes significativas na membrana basal, nos
sistemas elastico e colagénico (Carvalho e Line, 1996; Carvalho et al, 1997a, b;

Vilamaior et al., 2000).

Dessa forma, procuramos caracterizar as alteragoes causadas pela castragdo
sobre o compartimento estromal dos lobos prostaticos, avaliando principalmente o
efeito da falta de andréogenos na distribuicio dos componentes da matriz
extracelular, especialmente os proteoglicanos de condroitim sulfato. Essas andlises
sao de fundamental importancia para uma interpretacio mais abrangente do
impacto das diferentes situacdes de manipulacio hormonal, utilizadas como
alternativa nos tratamentos de doencas da prostata (Webster e Leibovich, 2005),

entre elas o cancer prostatico, sobre a morfologia e a funcao da prostata.

Caracteristicas do modelo experimental

Os gerbilos, também conhecidos com esquilos da Mongolia, sao roedores da
familia Muridae, subfamilia Gerbillinae (McKenna e Bell, 1997), provenientes das
regioes aridas da China e Mongodlia (Schwentker, 1963). Introduzidos por Vitor
Schwentker, nas Américas, em 1954, como nova proposta de animal experimental,

ficaram durante muito tempo nas limitacdes dos Estados Unidos como animais de
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exceléncia para a pesquisa biomédica (Robinson, 1974). Nas ultimas décadas, esses
animais vem sendo gradativamente introduzidos nos biotérios das universidades
brasileiras e tém assumido importante papel nos experimentos biolégicos e
biomédicos, juntamente com outras espécies classicas como Rattus novergicus (rato) e

Mus muscullus (camundongo).

De anatomia similar a do rato e camundongo, os gerbilos adultos de ambos
os sexos variam entre 11,5 e 14,5 cm de comprimento corpéreo. Os machos adultos
pesam em torno de 100g enquanto as fémeas adultas pesam valores préximos a 85g
(Kramer, 1964). A grande vantagem desses animais sobre os outros roedores citados
para estudos experimentais reside no fato deles serem consideravelmente menores
que os ratos, mas essencialmente maiores que os camundongos e hamsters
(Williams, 1974). Esses animais tem sido amplamente utilizados para estudos de
natureza didatico-cientifica, principalmente pelo fato de terem comportamento docil
em cativeiro. Outra caracteristica importante a ser considerada sobre esses roedores
¢ a facilidade de manutencdo no biotério, pois, por serem de origem desértica,

apresentam mic¢ao infrequente.

Na pesquisa cientifica é cada vez maior a utilizagio dos gerbilos na
experimenta¢ao biomédica, principalmente nas areas da imunologia (Jeffers et al.,
1984; Nawaa ez al., 1994) e fisiologia (Muller e Nielsen, 1979) e também em estudos
sobre o sistema genital (Santos ez al, 2003; Corradi ef al., 2004; Pinheiro ez al., 2004;
Segatelli ez al, 2004). Os estudos a respeito do sistema genital masculino dessa
espécie tém descrito as relagoes dos ductos das glandulas acessérias com a uretra
(Williams, 1974; Pinheiro ez al, 2004) e os efeitos de bloqueios ou manipula¢Ses
hormonais sobre a organizacdo estrutural do lobo prostatico ventral (Corradi ez 4/,

2004; Oliveira, 2005).
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OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram:

- Caracterizar, com uso de técnicas de microdissec¢ao, microscopia de luz e
microscopia eletronica de varredura, a anatomia e histologia dos diferentes lobos
prostaticos de gerbilos machos da espécie Meriones unguiculatus, atentando para as

diferencas intralobulares existentes.

- Avaliar os efeitos da castracdo cirargica sobre os lobos dorsal e ventral da
préstata do  gerbilo, com base em critérios histolégicos, estereologicos e
imunicitoquimicos, analisando as alteragOes estromais e a distribuicdo dos

proteoglicanos de condroitim sulfato.
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RESULTADOS

Os resultados encontram-se organizados em dois manuscritos de artigos
cientificos originais, que serdo vertidos para o inglés e submetidos a revistas

especificas da area.
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(Artigo 01)

CARACTERIZACAO ANATOMICA E HISTOLOGICA
DOS LOBOS PROSTATICOS DO GERBILO DA
MONGOLIA Meriones unguiculatus
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RESUMO

Analises da morfogenese dos ductos prostaticos em roedores tém apontado
para importantes variagcdes estruturais entre os lobos do complexo prostatico, bem
como para as heterogeneidades regionais intralobares. Este estudo teve como
objetivo avaliar a organizacdo estrutural do complexo prostatico do gerbilo da
Mongolia Meriones unguiculatus, com énfase para as caracteristicas histolégicas dos
lobos ventral e dorsal e para as possiveis diferencas regionais intralobares. O
complexo prostatico de gerbilos adultos foi processado convencionalmente para
analise em microscopia de luz, microscopia eletronica de varredura e também
submetido a experimentos de digestio com colagenase seguida de microdisseccao.
Os experimentos de microdissec¢do permitiram verificar que o complexo prostatico
deste roedor é formado por 4 pares de lobos associados a uretra pélvica e situados a
base da bexiga, os quais sao designados de acordo com a posi¢do anatomica em
dorsais, dorsolaterais, ventrais e anteriores ou glandulas coaguladoras. Embora os
lobos ventrais, dorsais e dorsolaterais possam ser classificados como glandulas
compostas tubulares ramificadas, importantes diferencas histologicas foram
detectadas entre eles. O lobo dorsal ¢ o mais desenvolvido, exibe um padrio
paralelo e pouco ramificado de organizagao das unidades glandulares. Estas, exibem
limem acinar amplo, secrecao com aspecto vesiculoso e basofilo sendo envoltas por
abundante estroma fibromuscular. Ao contrario, o lobo ventral possui maior grau de
ramificacao das unidades glandulares, as quais exibem menor diametro e secrecao
acidofila. Além disso, diferencas histolégicas intralobares sao encontradas tanto no
lobo ventral como no dorsal, permitindo reconhecer quatro segmentos distintos
denominados com relaciao a proximidade com a uretra de segmento ductal, proximal,
intermediario e distal. Em conclusdo, o complexo prostatico do gerbilo se assemelha
ao de outros roedores como o rato ¢ o camundongo, pois exibe quatro pares de
lobos com nitidas diferencas intralobares, mas ao contririo destes ultimos, os

componentes mais desenvolvidos no gerbilo sio os lobos dorsais.
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INTRODUCAO

A proéstata dos roedores é uma glandula tubuloacinar composta, situada na
base da bexiga, em intima associacio com o segmento inicial da uretra. Nos
roedores, de maneira distinta do que ocorre em muitos grupos de mamiferos, esse
6rgao mantém no adulto uma organizagao lobar, sendo diferenciados quatro pares
de lobos, designados de ventrais, laterais, dorsais e anteriores segundo a posi¢ao
anatomica (Price ¢ Williams-Ashman, 1961). Os lobos prostaticos sio compostos
por um complexo sistema de ductos que partem da uretra e terminam distalmente
em ramos proximos a capsula (Jesik ef al, 1982). Com o uso de experimentos de
digestio com colagenase seguidos de microdissec¢ao tem sido possivel identificar
com clareza o grau de ramificacao dos ductos prostaticos do rato e do camundongo,
0 que permitiu constatar que este padrao de ramificagiao é especifico para cada lobo
(Hayashi ez al., 1991; Sugimura ez al., 1986 a, b). Estudos comparativos entre os
lobos prostaticos de uma mesma espécie tém demonstrado que eles diferem nio
apenas com relagdo ao padrio de ramificagdo e organizacao estrutural, mas também
quanto ao conteudo secretado (Price e Williams-Ashman, 1961; Jesik ez al, 1982;
Hayashi ¢z al., 1991; Chow e al., 1992; Kinbara e Cunha, 1996), a sensibilidade aos
andrégenos (Banerjee ez al., 1994; Banerjee ¢ al.,, 1995) e a incidéncia de hiperplasia e

neoplasias (Reznik ef al, 1981; Banerjee ez al., 1998).

O gerbilo Meriones unguiculatus é um roedor da familia Muridae, subfamilia
Gerbillinae (McKenna e Bell, 1997), nativo das regides aridas da Mongolia e China.
Por tratar-se de um animal de facil manuseio em condi¢des de laboratorio, ele vem
sendo amplamente utilizado em estudos experimentais nas mais diversas areas como
a imunologia (Jefferrs ez al., 1984; Nawaa ef al., 1994), a fisiologia (Muller e Nielsen,
1979) e a morfologia (Aoki Komori ez al., 1994; Pinheiro ez al., 2003). Esse pequeno
roedor tem sido escolhido como um excelente modelo animal para o estudo da
préstata da fémea, uma vez que esse 6rgio ¢ mais volumoso que em outros
roedores (Santos ez al., 2003). Assim como ocorre para outros roedores (Vilamaior ez
al., 2000; Fernandes, 2000), o lobo ventral ¢ o componente mais investigado do
complexo prostatico de gerbilos machos quanto aos aspectos histologicos (Campos,
20006) e também quanto aos efeitos da supressao de andrégenos (Corradi ez al., 2004;
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Oliveira, 2005). Entretanto, nio existem estudos que relatem em detalhes a
organizagao histologica e anatomica do complexo prostitico dessa espécie, o que
dificulta a comparacdo com outros roedores e o desenvolvimento de estudos
experimentais. Assim, o presente estudo teve como objetivo fazer uma descrigdo do
complexo prostatico do gerbilo da Mongolia, com vistas as possiveis variagdes inter

e intralobares.

MATERIAL E METODOS

Modelo experimental

Foram utilizados 15 gerbilos machos adultos da espécie Meriones unguiculatus
(Muridae, Gerbillinae), com idades entre 18 e 24 semanas. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério Central do Instituto de Biologia da Unesp de Botucatu - SP
e mantidos no biotério do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Unesp de Sao José do Rio Preto, em condi¢coes adequadas de luminosidade (1Zh
claro : 12h escuro) e temperatura (24°C) e alimentados com racdo Purina para
roedores e agua disponibilizada ad /ibtum. O manuseio e o tratamento dos animais
ocorreram segundo as instrucoes estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagao Animal. Para a coleta do complexo prostatico, os gerbilos foram

anestesiados com COz e rapidamente sacrificados por deslocamento cervical.

Microscopia de Luz (ML)

Para anidlise em microscopia de luz o complexo contendo os lobos
prostaticos de 5 animais foi seccionado no sentido sagital mediano ou no sentido
transversal e fixado por imersio em formaldeido 4% recém preparado em tampao
fosfato, pH 7.2, durante 24 horas, sendo, sequencialmente desidratados e
processados para inclusao em Paraplast (Histosec - Merck) e Historesina (Leica).
Cortes histologicos em Paraplast (4um de espessura) ou Historesina 3um de
espessura) foram corados com Hematoxilina e Eosina e com o tricromico de

Gomoéri. As imagens histologicas foram digitalizadas com uso de microscépio
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Olympus acoplado a camera de video Sony e ao sistema analisador de Imagens -

Image-Pro-Pus ©“Media Cybernetics.
Microscopia Eletrinica de Varredura (ME1)

Os complexos prostaticos de outros 5 animais foram processados para
analise em MEV. Os lobos dorsais e ventrais, isolados do tecido adiposo adjacente,
foram fixados em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato 0,IM (pH 7,2), durante
duas horas, e, apos lavagem em tampao, foram pos-fixados em soluciao de Tetroxido
de Osmio 2% em tampio fosfato 0,1M (pH 7,2), por mais duas horas. Os
fragmentos foram desidratados em uma série gradual de etanol e submetidos a
secagem em aparelho de ponto critico em COz liquido (Balzers, CPD-010), cobertos
com uma camada de ouro (Ion Sputter - Balzers SCD-040) e analisados em

Microscopio Eletronico de Varredura Jeol, modelo 5200.

Excperimentos de digestio enzimitica seguida de microdisseceio

Nestes experimentos foram utilizados 5 animais. Apds a remocio do
complexo prostatico associado aos musculos uretrais e a uretra, todo o complexo foi
submetido a digestio enzimatica com colagenase a 1% em solucdo salina (25°C),
durante 5 a 10 min. e, entdo, dissecados cuidadosamente para a separagao dos lobos
e do sistema de ductos e a seguir fixado com Solu¢io de Karnovsky. A
documentagao foi realizada com microscopio esteroscopico Olympus acoplado a

camera fotografica digital.
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RESULTADOS

Aspectos anatimicos do complexo prostitico

A semelhanca do encontrado em outros roedores, o complexo prostatico do
gerbilo da Mongolia é formado por 4 pares de lobos associados a uretra na base da
bexiga (Fig. 1). Os experimentos de microdissec¢ao apos a digestao com colagenase
(Fig. 1C, D), juntamente com a analise histolégica permitiram constatar que, embora
o grau de ramificacdo fosse variavel entre os lobos prostaticos desse roedor, todos

podem ser classificados como glandulas tubulo-acinares compostas ramificadas.

Os pares de lobos situados anteriormente, designados de glandulas
coaguladoras, encontram-se aderidos a menor curvatura da vesicula seminal (Fig.

1A, B). Seus tabulos sao pouco ramificados e dispostos paralelamente entre si.

Os lobos ventrais (Fig. 1A, C) apresentam-se intimamente ligados entre si na
regiao mediana, formando uma estrutura aproximadamente oval, com cercade 3 a 5
mm de largura. A microdisseccio apos tratamento com colagenase dos lobos
prostaticos em associa¢ao com a andlise histologica permitiu verificar que cada lobo
ventral exibe de dois a trés ductos principais (Fig. 2B), os quais se ramificam
intensamente formando uma estrutura composta, com um grau de ramificagao

maior a0 encontrado nos demais lobos.

Um terceiro componente do complexo prostatico exibe uma disposigao
dorsolateral, visto que unidades glandulares originam-se dorsalmente e se
direcionam para regido ventral, onde exibem intima associa¢ao com o lobo ventral
(Fig. 1B-D). Estes diferem do lobo ventral devido ao maior tamanho das unidades

tubulares e também a aparéncia mais opaca da secrecao (Fig. 1).

Os lobos dorsais sio os componentes mais volumosos de todo o complexo
prostatico, assumindo um formato de borboleta (7-10 mm de largura) devido a sua
fusdo parcial na regiao mediana (Fig. 1B, D). Essa regido do complexo prostatico ¢
facilmente diferenciada das demais, ndo apenas pelo formato, mas também pelas

maiores dimensoes das unidades secretoras tubulares e seu arranjo paralelo.
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Figura 1: Vista ventral (A) e dorsal (B) do complexo do complexo prostatico do gerbilo da Mongdlia apés
digestdao com colagenase e microdissecgdao, sendo possivel visualizar as regides correspondentes aos lobos
dorsais (d), ventrais (v), dorsolaterais (dI) e glandulas coaguladoras (gc), situados na base da bexiga
circundando a uretra. Legenda: b - bexiga; d — lobo dorsal; dl — lobo dorsolateral; gc — glandula coaguladora; u
— uretra; v — lobo ventral; vs — vesicula seminal.

Caracterizacao histoldgica e variagoes intralobares

A andlise histolégica dos diferentes lobos prostaticos permitiu constatar
variagoes histolégicas marcantes ao longo das unidades glandulares, permitindo
reconhecer quatro segmentos intralobares (Figs. 2 e 3). O segmento ductal
corresponde a regido dos ductos principais, localizados proximalmente a uretra, e

imersos no musculo uretral. (Fig. 2B, C). Possuem limen com pequeno diametro,
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epitélio de revestimento simples ctibico ou colunar baixo. O segmento proximal ¢é
uma regiao de transicio, com organizacao tubular e caracteristicas intermediarias
entre os ductos principais e a por¢ao secretora de localizacdo intermediaria (Fig. 2).
Neste local o epitélio glandular exibe alto grau de preguemento e o limen apresenta-
se reduzido (Fig. 3C, F). O segmento intermediario ¢ a regiao mais volumosa dos
lobos, com limen amplo, geralmente repleto de secrecao e possui epitélio glandular
sem pregas (Figs. 2A, C e 3B, E). Ja o segmento distal corresponde as terminagoes
em fundo de saco das unidades glandulares, as quais exibem uma constitui¢ao
acinar, com epitélio simples colunar apoiado sobre uma espessa camada de estroma

fibromuscular (Figs. 2A, C e 3A, D).

As analises microscopicas revelaram importantes diferencas entre os lobos
dorsais e ventrais da proéstata com relagao as dimensoes das unidades secretoras,
altura epitelial, aspecto da secrecdo e organizacao estromal (Figs. 3 e 4). Assim,
enquanto o lobo dorsal apresenta células epiteliais mais baixas e sua secre¢ao exibe
um aspecto basofilo e vesiculoso (Fig. 3D-F), os lobos ventrais e laterais possuem
secre¢ao de aspecto homogéneo e levemente acidofila apés a coloracio com HE
(Fig. 3A-C). Em microscopia eletronica de varredura, a secrecao dos lobos ventrais
também exibe um aspecto homogéneo enquanto no lobo dorsal ela parece ser
composta de indmeras vesiculas (Fig. 4). Em todos os lobos, os segmentos proximal
e distal possuem epitélio mais alto, regido subepitelial mais desenvolvida e pouco
corada e maior abundancia de células musculares, em comparacao com a regiao
intermediaria (Fig. 3). Além disso, tanto em microscopia de luz como em
microscopia eletronica de varredura é possivel constatar que na regido intermediaria
do lobo dorsal o estroma ¢ mais espesso, as células musculares lisas sao mais
abundantes e apresentam um arranjo mais compacto em compara¢io com a mesma
regiao dos outros lobos (Figs. 3B, E ¢ 4). Assim, os lobos ventrais exibem estroma
mais frouxo com maior quantidade de tecido intersticial e maior riqueza de fibras

colagenas (Figs. 3 e 4; Tabela 1).
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Tabela 01: Analise semi-quantitaitiva dos componentes estromais (fibras musculares e
tecido conjuntivo) nas diferentes regides dos lobos ventral e dorsal da prostata do gerbilo.

VENTRAL DORSAL
Fibras Tecido Fibras Tecido
Musculares conjuntivo musculares conjuntivo
Distal + + + + + + + + + +
Intermediaria + + + + +
Proximal + + + +++ ++++ + +

A B C

Figura 2: Cortes histolégicos em parafina corados com HE mostrando os segmentos distal (1),
intermediario (2), proximal (3) e ductal (4) dos lobos ventral (A e B) e dorsal (C) da prostata do
gerbilo da Mongodlia. Note que esses segmentos diferem quanto ao tamanho das unidades tubulares,
tipo de epitélio e densidade estromal. Em B, a seta curva indica o caminho do ducto principal do lobo
ventral em direcao a uretra. Aumento: 40X.
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Figura 3: Unidades tubuloacinares dos segmentos intralobares ventrais (A-C) e dorsais
(D-F) em cortes de parafina corados com HE, sendo possivel observar as diferencas
epiteliais e estromais em detalhe. A regigo distal (A, D) apresenta epitélio colunar alto com
leve pregueamento epitelial e abundante tecido conjuntivo; a regiao intermedidria (B, E)
possui unidades acinares maiores, com limen mais amplo e epitélio cubico com estroma
adjacente predominantemente muscular; a regigo proximal (C, F) apresenta lumen
reduzido devido ao alto grau de pregueamento epitelial ¢ um espesso estroma
fibromuscular. E possivel notar que, em todas as regides, a camada estromal é mais

espessa no lobo dorsal (seta de duas cabegas). Legenda: . — lumen; ep — epitélio.
Aumentos: A, C, D e F —200X; B e E — 100X. Detalhes: 400X
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Figura 4: Aspecto geral e detalhes da regidao intermediaria dos lobos prostaticos ventral (A,
B) e dorsal (C, D) de gerbilos machos adultos observados sob microscopia eletronica de
varredura. F possivel notar que a secrecio do lobo ventral apresenta aspecto homogéneo e
liso enquanto que, no lobo dorsal, ¢ formada por inumeras vesiculas, ¢ que a camada
muscular do estroma ¢ mais espessa no lobo dorsal em comparagio com o lobo ventral.
Legenda: ep — epitélio; estrela — secre¢ao; setas — camada muscular. Aumentos: A, C — 100X;
B, D - 1000X.
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DISCUSSAO

A prostata do gerbilo Meriones unguicnlatus, assim como a de outros roedores, é
composta de pares de lobos distintos, denominados segundo a posi¢io que ocupam
ao redor da uretra prostatica em ventrais, dorsolaterais, dorsais e anteriores (ou
glandula coaguladora). Cada lobo ¢ formado por um complexo sistema de ductos
que partem da uretra e terminam distalmente em muitos ramos préximos a capsula
(Price e Williams-Ashman, 1961; Kinbara e Cunha, 1996). No gerbilo o lobo dorsal
¢ o mais volumoso, ocupando a maior parte da glandula. Isso difere do que é
observado em outros roedotres, como o rato, onde o lobo dotrsal é menos
desenvolvido e o ventral cerca de 50% do volume total do complexo prostatico

(Hayashi ez al., 1991).

No presente estudo, a separacdo das unidades glandulares pelo tratamento
com colagenase seguido de microdissec¢ao forneceu novas informagdes a respeito
da organizacdo do complexo prostitico deste roedor, pois possibilitou diferenciar
com clareza o local onde as unidades glandulares se associam com o musculo
uretral, além de diferencia-las segundo o padrio de ramificagio e aspecto
morfologico. Assim, a microdisseccio parcial da prostata do gerbilo revelou a
existéncia de um grupo de tubulos que surgem dorsalmente e se ramificam
lateralmente, circundando a uretra e se posicionando junto aos lobos ventrais.
Devido a sua localizagdo, esses ductos parecem constituir os verdadeiros lobos
dorsolaterais, semelhantes aos descritos para a cobaia e para as demais espécies de

roedores (Banerjee ez al., 1994; Horsfall e al., 1994).

A existéncia de um lobo dorsolateral verdadeiro na prostata do gerbilo merece
atenc¢ao particular, uma vez que outros autores (Williams 1974; Pinheiro ef al., 2003)
descrevem a prostata do gerbilo como constituida apenas pelas glandulas
coaguladoras (lobos anteriores), lobos ventrais e dorsais. De acordo com Kinbara e
Cunha (1996), no rato, o plano de separacio do lobo dorsolateral em dorsais e
laterais ¢é dificil de discernir, sendo freqientemente considerados uma estrutura
unica; porém, quando analisados cuidadosamente, lobos laterais e dorsais podem ser

identificados e individualizados. No caso do gerbilo, os lobos dorsais sio
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prontamente diferenciados do dorsolateral, existindo dificuldade de separagao dos
lobos dorsolateral e ventrais no material a fresco. Além disso, neste animal o lobo
dorsolateral ¢ histologicamente bastante semelhante ao ventral. Segundo Sugimura
et al. (1986a) os ductos da porcao lateral da prostata de camundongos tém sua
origem junto aos ramos dorsais e se prolongam ventro-lateralmente, circundando a
uretra e em dire¢ao a prostata ventral, o que faz com que o padrao de ramificagao da
prostata lateral e as demais caracteristicas histologicas se assemelhem ao dos lobos
ventrais. Uma vez que as analises morfolégicas realizadas até o momento indicam
que estas observacoes também se aplicam ao lobo dorsolateral do gerbilo da
Mongolia, investigagoes a respeito do desenvolvimento ontogenético dos lobos
prostaticos do gerbilo estdo sendo realizadas com o objetivo de esclarecer os
mecanismos responsaveis pela morfogénese deste componente lobar, e qual a sua

efetiva contribuicio para a fisiologia prostatica desta espécie.

Diversos autores tém demonstrado a existéncia de variacOes regionais
intralobares, tanto para o lobo dorsal quanto para o ventral na préstata de outros
roedores. DeKlerk e Coffey (1978) e Sugimura ef al., (1986 a, b) descreveram que as
células epiteliais e estromais de diferentes regioes dos lobos prostaticos respondem
diferentemente a privacao e estimulagdo androgénica, sugerindo, dessa forma uma
heterogeneidade funcional dentro do lobo. Sendo assim, além dos ductos principais,
nos lobos prostaticos de varios roedores estudados até o momento tém sido
reconhecidas trés regides morfologica e funcionalmente distintas, denominadas
distal, intermedidria e proximal de acordo com a posi¢ado que ocupam em relagdo a
uretra (Banerjee et al., 1994; Lee et al., 1990; Shabsigh et al, 1999). Nemeth e Lee
(1996) descreveram que diferengas regionais ocorrem ao longo do sistema de ductos
do lobo prostatico ventral de ratos, tanto no epitélio acinar como no compartimento
estromal. Estes autores sugerem que o epitélio responde de diferentes formas ao
mesmo nivel de andrégeno circulante, com respostas variando desde a proliferacao
até morte celular, e que a atividade das células epiteliais ¢ ditada pelo componente
estromal. Assim, os eventos de secrecdo, proliferacio e morte celular ocorrem em
niveis diferentes em cada regidao (Lee e al., 1990; Nemeth e Lee, 1996). Em ratos, a
regido distal apresenta epitélio colunar simples, com células epiteliais altas, nucleos

apicais e indicios de atividade proliferativa e sintese de DNA. A regido intermediaria
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apresenta células em estado diferenciado, capazes de secretar proteinas, uma vez que
exibem células colunares com nucleo basal e citoplasma apical livre. Ja a regido
proximal apresenta epitélio simples cubico, com uma camada muscular espessa e
indicios de morte celular. Nossas analises revelam um padrao similar de organizacio
histologica para o gerbilo, e, embora os dados exclusivamente morfolégicos nao
permitam inferir sobre o papel de cada regido para a fisiologia lobar, ¢ muito
provavel que estas diferencas histologicas sejam responsaveis por uma maior
atividade proliferativa no segmento distal e maior capacidade secretéria e de
armazenamento na regido intermediaria. Por sua vez, as regides mais proximais,
além de desempenharem um papel coletor, conduzindo o conteido produzido nas
demais regides até sua liberacio na uretra prostatica, também podem estar
envolvidas em modifica¢des bioquimicas do conteudo a ser secretado, adicionando,

retirando ou modificando seus componentes.

CONCLUSOES

Nossas analises demonstram que, além dos lobos anteriores, ventrais e dorsais,
o complexo prostatico do gerbilo da Mongoélia também possui lobos dorsolaterais.
Ao contrario de outros modelos de roedores amplamente utilizados para o estudo
da prostata, como o camundongo e o rato, o gerbilo apresenta os lobos dorsais mais
desenvolvidos que os ventrais, diferindo destes pelo maior tamanho, pela
organizagao paralela das unidades ducto-acinares, que sao pouco ramificadas, e pelo
aspecto da secre¢ao basoéfila e densa, além de apresentarem diferencas quanto a

densidade estromal.

A semelhanca de outros murinos, os lobos prostaticos deste pequeno roedor
apresentam nitidas diferencas regionais, podendo ser reconhecidos, além dos ductos
principais, trés segmentos histologicamente distintos, denominados de distais,

intermediarios e proximais com base na posi¢ao que ocupam em relagao a uretra.
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EFEITO PROGRESSIVO DA CASTRACAO SOBRE OS
LOBOS DORSAIS E VENTRAIS DA PROSTATA DO
GERBILO Meriones unguiculatus
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RESUMO

A supressio de andrégenos causa um processo de involu¢io conhecido como
regressao prostatica, alterando o epitélio, estroma e os mais diversos constituintes da
matriz extracelular. HEste trabalho teve como objetivo caracterizar os efeitos
progressivos da falta de testosterona sobre os lobos dorsais e ventrais da prostata do
gerbilo Meriones unguiculatus, com énfase para as alteracbes em alguns componentes
do estroma como as células musculares lisas, as fibras colagenas e os proteoglicanos
de condroitim sulfato. Os animais foram divididos em grupo controle (animais
intactos) e grupos castrados bilateralmente 7, 14 e 21 antes. Além da analise
histologica, foram efetuadas analises estereologicas para determinacdo de variagoes
no volume relativo dos principais componentes de cada lobo, bem como reagoes
imunocitoquimicas para localizagdo de proteoglicanos de condroitim sulfato. Assim
como em outros roedores, varios sinais de regressao prostatica foram observados
para ambos os lobos, tais como a atrofia e pregueamento epitelial, diminui¢ao do
volume secretado e remodelacio estromal. A atividade secretora é afetada mais
rapidamente no lobo ventral e um aumento das células musculares lisas ocorre para
ambos os lobos. Em tempos superiores a duas semanas de castragdo o lobo dorsal
mostra nitidos sinais de remodelacio estromal, com um aumento do volume relativo
de fibras colagenas. A analise da distribuicao do condroitim sulfato aponta para uma
maior concentracao destas moléculas no lobo ventral em compara¢ido com o dorsal,
evidenciando sua distribui¢ao na base do epitélio, ao redor células musculares lisas e
de vasos sanguineos. Em tempos curtos apds a castragido esses proteoglicanos se
concentram nas regioes de pregas epiteliais, diminuindo em tempos maiores de
castracdo. Nossos resultados indicam que o processo de remodelagdo estromal que
ocorre durante a regressao dos lobos prostaticos do gerbilo sao acompanhadas de
redistribui¢ao e diminui¢ao dos proteoglicanos de condroitim sulfato. Conclui-se,
também, que embora a atividade epitelial seja afetada mais rapidamente no lobo
ventral, o lobo dorsal pode ser considerado um bom modelo para o estudo da

remodelacdo estromal.
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INTRODUCAO

A influéncia dos andrégenos sobre a organizagao estrutural e fisiologia da
prostata ¢ um fato bem conhecido. Assim, sabe-se que a supressao de androgenos
leva a um processo de involugao conhecido como regressao prostatica, caracterizado
principalmente pela atrofia epitelial e diminuigdo progressiva do volume da glandula

(Lee, 1996).

A principio o epitélio foi considerado o principal alvo de acdo dos
andrégenos na prostata. Entretanto, nas dltimas décadas, varias linhas de evidéncia
indicam que os andrégenos atuam primeiramente sobre as células do estroma
prostatico, sendo a atividade epitelial, em grande parte, mediada por fatores

estromais (Cunha ez al., 1985; Sugimura ez al., 1986; Nemeth e Lee, 19906).

Embora existam algumas variagdes entre as espécies, o estroma prostatico de
mamiferos é composto por células musculares lisas e fibroblastos dispersos entre
clementos da matriz extracelular (Ross e al, 1993). Além de secretar fatores
soluveis, as células do estroma prostatico produzem uma complexa gama de
componentes da matriz extracelular, entre os quais se destacam os colagenos
fibrilares tipo I e III (Lodish ez al, 2002), colagenos microfibrilares tipo VI
(Carvalho et al., 19972), componentes do sistema elastico (Carvalho ez al, 1997b) e
proteoglicanos (Kofoed ¢# a/., 1990). Uma série de estudos tem procurado esclarecer
qual a participa¢ao destas macromoléculas no controle da fungao prostatica, tendo
como base o fenomeno de regressdo prostatica causada pela castracao (Carvalho e
Line, 1996; Carvalho e al, 1997 a, b; Vilamaior e al, 2000). Estas analises
microscopicas indicam que os componentes fibrosos do estroma prostatico sofrem
uma drastica remodelacao apos a queda de andrégenos (Vilamaior ez al., 2000). Por
outro lado, uma grande dificuldade tem sido encontrada para identificar as
alteragdes que ocorrem na distribuicido dos proteoglicanos, nestas situagoes,
existindo uma escassez de informagdes sobre sua possivel contribuicdo no processo

de involucdo prostatica (Fernandes, 2000).

O presente estudo descreve os efeitos progressivos da castragdao cirurgica

sobre os lobos dorsais e ventrais da prostata do gerbilo da Mongdlia Meriones
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unguicnlatus, com énfase para as alteragdes nos componentes estromais, em especial,

os proteoglicanos de condroitim sulfato.

MATERIAL E METODOS

Modelo experimental

Foram utilizados gerbilos machos adultos da espécie Meriones unguiculatus
(Muridae, Gerbillinae) com idades entre 18 ¢ 24 semanas, fornecidos pelo Biotério
Central da Unesp de Botucatu, SP. Os experimentos foram realizados pelo menos
uma semana apos a chegada dos animais no biotério do Ibilce em Sdo José do Rio
Preto, onde eles foram mantidos em condi¢oes adequadas de luminosidade (12h
claro: 12h escuro) e temperatura (24°C) e alimentados com racdo Purina para
roedores e agua ad libtum. O manuseio e tratamento dos animais ocorreram segundo

as instrugoes estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao animal.

Orquiectomia e coleta

Os animais foram aleatoriamente divididos em quatro grupos experimentais
(n=0) correspondentes a gerbilos intactos (grupo controle) e submetidos a castragao
(grupos castrados) 7, 14 e 21 dias antes. A remogao bilateral de ambos os testiculos
com os epididimos associados foi realizada via incisao escrotal sob anestesia com

ketamina (800ul/kg) e xilazina (200ul/kg).

Os animais foram sacrificados por inalacio de CO: para a retirada do
complexo prostatico, o qual foi cuidadosamente dissecado para remogao do tecido
adiposo associado, das vesiculas seminais e glandulas coaguladoras. O conjunto
contendo os lobos ventrais, dorsolaterais e dorsais associados a uretra foi imerso em
solucdo fixadora, pesado imediatamente e, entdo, seccionado no sentido mediano
sagital ou no sentido transversal a uretra. Foi determinado o peso relativo desse

conjunto.
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Processamento histoldgico e estereoldgico

Os fragmentos a serem analisados em microscopia de luz foram fixados por
imersao em formaldeido 4% recém preparado em tampao fosfato, pH 7,2, durante

24 horas, sendo, seqiiencialmente, processados para inclusao em Paraplast (Histosec
- Merck) e Historesina Plus (Leica). Cortes de Paraplast (4pm de espessura) ou de

Historesina (3um de espessura) foram corados com HE e trictémico de GOmori.

As analises em microscopia de luz, bem como a obten¢io dos dados
estereologicos, foram efetuadas com o uso de microscoépio Olympus acoplado a
camera de video Sony e ao sistema analisador de Imagens - Image-Pro-Pus ©“Media

Cybernetics.

A analise estereolégica para determinagdo das fragcdes volumétricas dos
principais componentes teciduais dos lobos prostaticos (epitélio e limen acinar, células
musculares lisas, dreas ricas em fibras coldgenas e demais componentes estromais) foi efetuada
com base em cortes histologicos em historesina submetidos a colorag¢io pelo
tricromico de Gomori (Behmer ef al., 1976). Para tanto foram utilizados no minimo
3 cortes histolégicos transversais do complexo prostatico de cada grupo, e
escolhidas apenas as regioes correspondentes a por¢ao intermediaria dos lobos. Para
cada corte histologico foram digitalizados 15 campos microscopicos contiguos, no
aumento de 200x. A porcentagem de cada componente tecidual em cada campo
microscopico foi determinada apds a aplicacdo do reticulo de Weibel de 168 pontos
(Weibel, 1963), pela contagem do numero de intersecgdes do reticulo que
sobrepunham cada compartimento tecidual (Huttunen ez a4, 1981). Os dados
quantitativos obtidos a partir da analise estereolégica foram analisados pela one-way

ANOVA e pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas, usando o programa

Statistica 6.0 (Copyright©Statsoft, Inc. 1984-1990).

Imunocitoguimica

Reagdes imunocitoquimicas foram efetuadas com o uso de um anticorpo

primario monoclonal produzido em camundongos anti condroitim CS-56 (Sigma),
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que reconhece proteoglicanos contendo cadeias de condroitim sulfato na forma

nativa (Daugaard ez al., 1991).

A reagao imunocitoquimica consistiu, em resumo, das seguintes etapas: apos a
hidratacdao, os cortes em paraplast foram lavados por 15min, em tampao PBS, e
imersos em solugao de metanol contendo 3% de peroxido de hidrogénio, por
50min, com uma troca. Foram, entido, incubados em PBS contendo 1% de BSA e
soro de cavalo na diluicao 1:500, lavados em PBS e incubados em PBS contendo 1%
de BSA e os anticorpos primarios na dilui¢ao 1:100. A incubagao com mAb CS-56
foi realizada durante 1h a temperatura ambiente. Apds duas lavagens de 15min em
tampao, os sitios de ligacao dos anticorpos primarios foram detectados com base no
complexo avidina-biotina utilizando-se o “Kit” do Sistema Universal Novostain
Super ABC (Novocastra Laboratories, United Kingdom). Assim, os cortes foram
incubados, por 30min ou 1h, em PBS contendo 1:100 de soro de cavalo e 1:100 do
anticorpo secundario conjugado com biotina, lavados sequencialmente em tampao
(trées banhos de 15min), e incubados em PBS contendo o complexo avidina-
peroxidase biotinilada na dilui¢do 1: 100, por 45min. Apds lavagem em tampao, por
duas vezes de 10min, os mesmos foram tratados com solucio de peroxido de
hidrogénio 0,02% e diaminobenzidina 0,1%, em PBS. Nestas condi¢bes um tempo
de revelacao de 6 min foi padronizado para os cortes histologicos do grupo controle
e entdo aplicado ao grupo castrado. Antes da montagem os cortes foram contra-

corados com Methil-Green.
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RESULTADOS

Efeitos gerais da castragao

A queda de andrégenos levou a uma redugio progressiva do peso umido (Fig.

1A) e do peso relativo (Fig. 1B) do conjunto dos lobos prostaticos do gerbilo da

Mongolia. Assim, a média do peso relativo deste complexo passou de 0,3g, no grupo

controle, para 0,19g apés 14 dias e para 0,14g ap6s 21 dias de castragio, reduzindo

36% e 53% respectivamente (Fig. 1B).

A analise histologica dos efeitos da castracao nas diferentes sub-regides dos

lobos ventrais e dorsais indicou uma atrofia crescente da regido distal que

praticamente desaparece 14 dias ap6s a orquiectomia. Portanto, as demais avaliacOes

morfologicas e quantitativas foram centralizadas na porcao intermediaria dos lobos.

B controle O 7 dias O 14 dias O 21 dias
(mg)
300
*
200 - *
*
= T
100 - T
0 B
A controle 7 dias 14 dias 21 dias
B controle @ 7 dias O 14 dias O 21 dias
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0,200 | T *
-
0,100 1 —
0,000 - T
B controle 7 dias 14 dias 21 dias

Figura 1: Peso umido (A) e
peso relativo (B) do conjunto
dos lobos prostatico de gerbilos
intactos (controle) e submetidos
a castracao bilateral 7, 14 e 21

dias antes. Ambos 0s
pardmetros apontam para a
diminuicdo  exponencial  do

complexo prostatico. Os
asteriscos (¥) indicam diferenca
estatistica (p<0,05) em relacdo
ao grupo controle, segundo o
teste de Tukey.
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Lobo Ventral

Segundo a andlise histologica, apés uma semana de castracdo os acinos da
regido intermediaria do lobo ventral da prostata de Meriones unguiculatus permanecem
com tamanho semelhante aos do grupo intacto (Fig. 3A, B), porém ocorre uma
reducao significativa na altura das células epiteliais, que passam de colunares a
cubicas (Fig. 3E, F). A redugdo no volume relativo do componente epitelial 7 dias
apos a castracdo foi comprovada pela andlise estereoldgica (Fig. 2A). Embora a
altura epitelial tenha se mantido baixa, Em periodos de tempo maiores que 7dias
ap6s a castracao (Fig. 3G, H), o volume epitelial relativo nio variou

significativamente com relagao ao controle (Fig. 2A).

A analise histolégica revelou, ainda, que, neste lobo, os sinais de involu¢ao se
tornam mais evidentes a partir de duas semanas de castragao, quando se observa
uma maior retragao acinar, pregueamento epitelial e aumento da densidade estromal
(Fig. 3C, D, G, H). Embora na regiao intermediaria o volume estromal tenha
aumentado discretamente com a castracdo, houve um rearranjo dos seus
componentes, com aumento do estroma fibromuscular apds 21 dias de castracio
(Fig. 3D, H). Observou-se que, nos animais intactos o estroma ocupa 34,76% do
volume do lobo ventral, aumentando para 42,8% apds duas semanas de castragao e
para 45,4% ap0s trés semanas, sendo que esse aumento no volume estromal ocorreu
principalmente devido a um aumento no volume ocupado pelas células musculares

lisas (Fig. 2A) que no grupo controle ocupavam 12,47 + 53% e apds 14 dias de

castracdo aumentaram para 21% £ 10% apds 14 dias de castragao e 22,8 £ 8,5%

apos 21 dias.
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Figura 2: Variacbes no volume relativo de diferentes componentes teciduais do
lobo ventral (A) e dorsal (B) de gerbilos controle e submetidos a castragao bilateral
7, 14 e 21 antes. Os asteriscos (*) indicam as diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) em relagdao ao grupo controle, segundo o teste de Tukey.
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Figura 3. Cortes em parafina corados com Tricrémico de Gémori mostrando a porc¢io intermedidtia do lobo ventral da préstata de
gerbilos intactos (A, E), e submetidos a castracao 7 (B, F), 14 (C, G) e 21 (D, H) dias antes. Em visio panoramica (A-D), note que a
diminuicao do limen acinar, o pregueamento epitelial e aumento da densidade estromal sao mais nitidos 14 dias apds a castragio. Nos
detalhes do epitélio acinar e estroma subjacente, observam-se a atrofia do epitélio secretor e maior abundancia de células musculares lisas.
Legenda: ep — epitélio; L — limen; ml — célula muscular lisa. Aumentos: A-D: 40X; E-H: 400X.
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L.obo Dorsal

De modo semelhante ao verificado para o lobo ventral, no lobo dorsal as
alteragoes histologicas causadas pela castracao tornam-se mais evidentes a partir da
segunda semana (Fig 4C, G). Quando avaliadas as altera¢Ges no volume relativo dos
principais componentes do 6rgao, verifica-se que a resposta a queda de androgenos
¢ mais drastica no lobo dorsal em comparacao com o ventral (Fig. 2B). De acordo
com essa analise, o volume do estroma no lobo dorsal aumenta de 37,5% para 58%

duas semanas apos a castra¢ao e para 59,6% apos trés semanas.

Nesse lobo o aumento do volume estromal é devido a um aumento na
quantidade de células musculares lisas e também de fibras colagenas (Figs. 2B e 4G,
H), uma vez que o volume ocupado pelas células musculares lisas sofreu uma
elevacao de 75% apods 14 dias de castracio e o volume correspondente as fibras

colagenas aumentou 36% nesse mesmo periodo.

O aumento do volume estromal é acompanhado por uma retragdo no
componente acinar, cujos acinos sofrem redu¢do em tamanho, conseqiientemente
diminuindo a area ocupada pelo limen, que reduz cerca de 71% apds 14 dias de
castracdo. Além disso, duas semanas apos a castragdao, verificou-se um grande
pregueamento epitelial, com aumento de 60% do volume ocupado pelas células

epiteliais (Fig. 2B).
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Figura 4. Cortes histolégicos em parafina corados com Tricrémico de Gémori
mostrando a por¢ao intermediaria do lobo dorsal da prostata de gerbilos intactos
(A, E) e submetidos a castracao bilateral 7 (B, F), 14 (C, G) e 21 (D, H) dias
antes. Apdés 2 e 3 semanas ocorre retracdo acinar e aumento do estroma
interacinar (seta de duas cabegas). Legenda: L — limen; ml — célula muscular lisa.
Aumentos: A-D: 40X; E-H: 400X.
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Efeito da castragao sobre os GAGs

A avaliacio da ocorréncia e distribuicio de condroitim sulfato no lobo
ventral de animais controles, com rea¢oes imunocitoquimicas baseadas no uso do
anticorpo monoclonal CS-56, revelou uma marcacio intensa nas regides do estroma
proximas ao epitélio, em especial nas proximidades da membrana basal, ao redor das
células musculares lisas e dos vasos sanguineos (Fig. 5A, E, I, M). Uma menor
marcagao deste glicosaminoglicano foi observada para lobo dorsal, onde eles foram
encontrados em maior quantidade no estroma interacinar ou formando acimulos

logo abaixo do epitélio glandular (Fig. 6A, E, I, M).

Na prostata ventral de animais castrados sete dias antes observa-se uma
intensa marca¢ao imunocitoquimica na porg¢ao subepitelial, indicando um acimulo
de condroitim sulfato nesta regiao (Fig. 5B, I, J, N). Também se observa uma
intensa marcacao devido a presenca destes glicosaminoglicanos no estroma
subepitelial das regides das pregas epiteliais que se formaram (Fig. 5N) apods a
castracido. No entanto, a2 medida que o tempo de priva¢ao androgénica aumenta,
nota-se que a distribui¢do desse glicosaminoglicano passa a ser mais difusa, com
uma diminui¢ao na concentra¢ao do condroitim sulfato nas regides subepiteliais, de
modo que, apoés 14 dias de castragdo, sua distribuicao se torna mais uniforme (Fig. 5

G, O) e assume aspecto fragmentado, apds 21 dias (Fig. 5H, P).

Com relacao ao lobo dorsal, as diferencas na distribuicao de condroitim
sulfato sao notadas apenas apds 14 dias de castracdo, quando acimulos destas
moléculas sdo encontrados entre as células musculares lisas do estroma
fibromuscular e em focos associados a base do epitélio (Fig. 6G, O). Apds 21 dias
de supressao de andrégenos, esta marcacdo se torna mais difusa e também assume

aspecto fragmentado (Fig. 6H, P).
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Figura 5: Cortes histologicos em parafina submetidos a reagdo imunocitoquimica
para identificacdo de condroitim sulfato mostrando a distribuicao desse composto
na regiao intermediaria (A-H) e proximal (I-P) do lobo ventral da préstata de
gerbilos intactos (A, E, I, M) e apés 7 (B, F, J, N), 14 (C, G, K, O) e 21 dias (D, H,
L, P) de castracao. Legenda: cabeca de seta pequena — vaso sanguineo; cabeca de
seta grande — acumulos de CS; ep — epitélio; L — limen. Aumentos: A-D, I-L. —
100X; E-H, M-P — 400X.
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Figura 6: Cortes histolégicos em parafina submetidos a reagdo imunocitoquimica
para identificacdo de condroitim sulfato mostrando a distribuicao desse composto
na regiao intermediaria (A-H) e proximal (I-P) do lobo dorsal da prostata de gerbilos
intactos (A, E, I, M) e apos 7 (B, F, J, N), 14 (C, G, K, O) e 21 dias (D, H, L, P) de
castracdo. Legenda: cabega de seta pequena — vaso sanguineo; cabeca de seta grande

—acumulos de CS; ep — epitélio; L — limen. Aumentos: A-D, I-L. — 100X; E-H, M-P

—400X.
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DISCUSSAO

Os lobos dorsais e ventrais de roedores diferem estruturalmente, quanto ao
tipo de proteinas secretadas e quanto a sensibilidade hormonal (Prins e Birch, 1993;
Banerjee ez al., 1995; Jesik et al., 1982; Lee et al., 1985; Hayashi ez al., 1991; Chow e#
al., 1992). O lobo ventral tem sido o componente mais estudado do complexo
prostatico de roedores de laboratério, em parte devido a sua alta responsividade aos
andrégenos (Kyprianou e Isaacs, 1987; Reznik ef al, 1981; Banertjee et al., 1995;
Carvalho e Line, 1996; Carvalho e a/., 1997a). Uma drastica diminuicdao na secre¢ao
prostatica e aumento da morte celular por apoptose tem sido descritos para a
prostata ventral de ratos, indicando que esta regido ¢ mais sensivel a privagao

androgénica (Banerjee ¢f al., 1995).

Trés semanas apos a castragao os lobos prostaticos do gerbilo da Mongoélia
reduziram mais da metade do seu peso. Este processo de involucao ¢ semelhante ao
descrito para o rato (Sugimura ef al., 1986; Vilamaior e al., 2000; Antoniolli ¢f al.,
2004), sendo caracterizado por diminui¢ao do tamanho acinar e atrofia epitelial, que
na espécie estudada se torna mais nitido apés duas semanas de castragao. Segundo
Terry e Clark (1996a), os efeitos da castragdo no peso prostatico podem ser
atribuidos aos seguintes fatores: 7) diminui¢ao na sintese de proteinas; 7) aumento
nos niveis das enzimas degradativas, tais como ribonuclease (Engel ¢ al, 1980),
catepsina D (Wilson e al, 1991; Sensibar e# al, 1990), catepsina B (Guenette ¢ al.,
1994) e colagenase (Mintzing, 1981), o que leva a morte celular programada; e 7z)
diminui¢do na quantidade de secre¢do protéica armazenada. Segundo Antoniolli e
al. (2004), a deplecio androgénica por castracio quimica ou cirdrgica leva a uma
involu¢ao prostatica marcante e, apesar de ainda existir cerca de 5% de testosterona
residual circulante apds a orquiectomia, produzida perifericamente pela glandula
adrenal, essa testosterona residual ¢é insuficiente para manter a homeostase do 6rgao,
o que explica as significativas alteragoes no epitélio prostatico e nos compartimentos

estromais.

A comparagio do processo de involucio entre os lobos do gerbilo da

Mongolia mostrou que o lobo ventral apresenta uma diminui¢io na altura do
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epitélio glandular e no seu volume logo com uma semana de castracio, o que nao é
verificado para o lobo dorsal. Tal observacio pode sugerir uma maior necessidade
androgénica das células epiteliais do lobo ventral em compara¢ao com o dorsal para
a manuten¢ao da sua atividade secretora, conforme tem sido constatado para outros
roedores (Banerjee e al, 1995). Entretanto, o acompanhamento do processo de
involuc¢ao indicou que, ao fim da segunda e terceira semana de castracio, o volume
luminal, que indiretamente representa o volume secretado, diminui drasticamente
apenas no lobo dorsal. Esses dados sao indicativos de que o lobo dorsal é também
bastante responsivo a falta de andrégenos. Além disso, ao analisarmos em
pormenores as alteragdes estromais nestes dois lobos prostaticos em tempos
superiores a duas semanas de castragdo constata-se que o aumento do
compartimento estromal em ambos os lobos decorre de um aumento no volume
relativo de células musculares lisas e que no caso do lobo dorsal ¢ também causado
por aumento do volume correspondente as fibras coldgenas. Segundo Vilamaior ez
al., (2000) em suas analises da regressao prostatica do rato, as células musculares
lisas tém suas caracteristicas alteradas (forma e funcdo) apods ablacio androgénica,
passando a exercer funcoes predominantemente sintéticas a contrateis. Dessa forma
essas células passam a se envolver na sintese e secrecao de MEC, bem como atuam
na remodelacao ativa dos componentes fibrilares do estroma, podendo ser esse um
dos motivos que levaram a um aumento no volume de fibras colagenas do estroma
no lobo ventral de ratos, o que também se aplica para o lobo dorsal do gerbilo.
Também tem sido descrito para a prostata ventral de ratos uma ondulagao
progressiva e crescente das fibras coliagenas e sua maior associa¢io com as células
musculares lisas apds a castragdao, sugerindo um papel ativo dessas células na
reorganizacao da matriz extracelular (Vilamaior e al., 2000).

A anilise de cortes histolégicos corados com HE e com tricromico de Gémori
mostrou que a castracao no gerbilo nio leva a alteragdes fenotipicas marcantes nas
células, nem remodelacdo drastica dos componentes estromais para nenhum dos
lobos investigados, mas que as alteracbes observadas sio principalmente causadas
pela retragao do 6rgio como um todo. Entretanto, métodos para identificacao de
componentes colagénicos e da membrana basal estdo sendo efetuados para uma

maior compreensao das interagoes envolvidas com a involucao prostatica.
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Os proteoglicanos sio moléculas abundantemente distribuidas nos tecidos,
constituidas de uma proteina central ligada covalentemente a cadeias laterais de
glicosaminoglicanos (lida ez al, 1997; lozzo, 1998). Eles desempenham uma grande
variedade de papéis fundamentais na fisiologia das células e tecidos, e, distirbios em
seu metabolismo podem produzir uma ampla variedade de alteragdes patoldgicas
(McNeal, 1997). Entre os proteoglicanos de CS incluem-se moléculas bem
conhecidas, tais como o versican, biglican, agrecan, lumican e decorin, os quais
apresentam um nuimero variavel de cadeias deste GAG associadas (lozzo, 1998).
Algumas destas moléculas tém sido identificadas na prostata (Bode-Lesniewska ez al.,
1996) onde tém sido implicadas na regulacao da proliferacao celular e na progressao

do cancer prostatico (Ricciardelli ez a/, 1999; Cardoso e al., 2004).

A analise imunocitoquimica utilizada nesse estudo permitiu constatar que o
condroitim sulfato distribui-se principalmente na regiao subepitelial do estroma
prostatico do lobo ventral do gerbilo, préoximo a membrana basal, a semelhanca do
que tem sido descrito para o rato (Terry e Clark, 1996a; Fernandes, 2000) e cobaia
(Horsfall et al., 1994). Entretanto, tanto no lobo ventral do gerbilo como no dorsal
verificou-se a expressio destes proteoglicanos também entre as células musculares
lisas do estroma, porém com uma marca¢ao mais intensa no gerbilo em comparacio

com 0s animais acima mencionados.

Nossos dados imunocitoquimicos apontam para uma diminui¢io na
concentracao dos proteoglicanos contendo condroitim sulfato no estroma de ambos
os lobos prostaticos, apds a castracio. Uma reducdo da expressao de condroitim
sulfato também tem sido descrita previamente por Horsfall ez al. (1994) para a
prostata de ratos castrados, o que ¢ acompanhado de aumento na expressio de
dermatam sulfato. Outros estudos mostram que a expressao de glicosaminoglicanos
da prostata ¢ regulada por andrégenos e que deve haver diferencas lobo especificas
nessa regulacdo, pois, Segundo Terry e Clark (1996a), os lobos dorsais e laterais
parecem estar sob um mecanismo regulatério distinto quando comparados ao lobo
ventral. Além disso, a administracdo de testosterona é capaz de reverter o efeito da
castracao, sugerindo que a expressio ou o metabolismo dos proteoglicanos de CS ¢,
entdo, dependente de androgenos (Terry e Clark, 1996 a, b; Fernandes, 2000).

Kofoed ¢7 al. (1990) também observaram que as concentragoes de GAGs na vesicula
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seminal e na prostata de rato sdo alteradas apds a castragdo, mas que podem ser
revertidas com a reposicdo de andrégenos. Segundo Terry e Clark (1996a), a
castracdo reduz o conteido total dessas moléculas, pois a falta de andrégenos
ocasiona uma diminuicao das enzimas envolvidas na sintese dos GAGs bem como
promove um aumento nas enzimas de degradacdo dessas moléculas. Estudos
realizados com aorta de coelhos demonstraram que a castracao afeta tanto a sintese
quanto a degradacao dos GAGs. A atividade de enzimas envolvidas na produgao
dos precursores de GAGs, tais como L-glutamina, D-frutose-6-fosfatase,
aminotransferases, desidrogenases e fosforilases, diminui com a castragio, mas
aumenta apos tratamento com testosterona. Além disso, a atividade de enzimas
degradativas de GAGs, tais como [-glucuronidase, 3-hexosaminidase, catepsina e
hialuronidase, aumenta apos a castracio e diminui com a administracio de
testosterona (Sandhyavathi Bai e Kurup, 1976).

Maiores niveis de CS sio encontrados em tecidos durante a proliferacao
celular (Toole e Gross, 1971). Cardoso et al. (2004), estudando tecidos prostaticos
humanos que apresentam HPB (hiperplasia prostatica benigna) constatou que o CS
aumenta grandemente na HPB e concentra-se ao redor das células musculares lisas
adjacentes. Essa expressao aumentada é especifica para esse glicosaminoglicano,
enquanto que outros componentes da membrana basal nao sio afetados, tais como
colageno tipo IV, perlecan e laminina, e isso deve ser resultado dos efeitos
regulatorios de fatores locais que estido ativos na HPB. Uma maior quantidade de
versican tem sido relacionada a um prognoéstico ruim para a reincidéncia do cancer
de préstata (Ricciardelli ef a/, 1999). Isso ocorre devido as suas propriedades, que
antagonizam a adesdo das células a matriz extracelular adjacente, o que facilita a
migracao de células tumorais. Com base nestas informagdes, a diminui¢ao do CS ao
longo do processo de involugao prostatica poderia ser relacionado a diminuigao da

proliferacao celular.
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CONCLUSOES

Os sinais de regressio devido a queda de androgenos observados para o
gerbilo sdo semelhantes aos descritos previamente para outros modelos
experimentais — atrofia e pregueamento epitelial, aumento e remodelagao estromal.
Os dados histolégicos e estereologicos referentes a estes sinais mostram que ambos
os lobos, dorsal e ventral respondem negativamente a queda de andrégenos. No
lobo ventral a falta de andrégenos afeta principalmente a atividade secretora
enquanto que no lobo dorsal ocorre uma remodelagiao estromal mais drastica, com
alteragoes no volume do estroma fibromuscular e das fibras colagenas.

A andlise da distribuicio do condroitim sulfato, com o uso de técnicas
imunocitoquimicas, em tempos progressivos apds a castracido, apontam para uma
maior concentracao destas moléculas na base do epitélio, ao redor das células
musculares lisas e de vasos sanguineos, e nas regides de pregas epiteliais no periodo
de maior resposta a falta de andrégeno. Mostram, ainda, uma redistribuicao deste

glicosaminoglicano em tempos prolongados em ambos os lobos prostaticos.
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CONCLUSOES GERAIS

O complexo prostatico do gerbilo Meriones unguicnlatus é constituido por 4
pares de lobos: ventrais, dorsais, dorso-laterais e anteriores, assemelhando-se
a outros roedores; porém os lobos dorsais sio os mais desenvolvidos nesta

espécie.

Os lobos prostaticos do gerbilo apresentam diferencas regionais
intralobulares, podendo ser reconhecidos, além dos ductos principais, trés
segmentos  histologicamente  distintos, denominados de  distais,
intermediarios e proximais com base na posicio que ocupam em relacio a

uretra.

Tanto o lobo ventral como o lobo dorsal respondem negativamente a queda
de andrégenos, porém no lobo ventral a atividade secretora ¢ mais afetada
enquanto que no lobo dorsal o componente estromal sofre uma drastica
remodelacdo, com alteragdes no volume ocupado pelas células musculares

lisas e fibras colagenas.

Os proteoglicanos de condroitim sulfato da préstata do gerbilo encontram-se
localizados preferencialmente na base do epitélio, ao redor das células
musculares lisas e de vasos sanguineos, e sofrem uma redistribuicao, com
aparente reducdo, apos tempos prolongados de castracao. Além disso, neste
animal o lobo ventral apresenta maior concentracio destas moléculas em

comparagao com o lobo dorsal.
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