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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar através de histoquimica as secrecdes das prostatas de
caes em diferentes idades. Foram estudadas 67 prostatas de cdes distribuidas em trés grupos etarios: grupo
Jovens (dois meses a dois anos ¢ meio de idade), grupo Adultos (trés a seis anos) e grupos Velhos (sete a
dezessete anos). Em todos os trés grupos foram observadas alteragdes prostaticas a saber: 12 prostatas
com HPB, 10 com prostatite ¢ 30 com HPB associado a prostatite. Histoquimicamente, foi observado
maior intensidade de secre¢do de mucossubstanicas neutras e acidas ndo sulfatadas nos grupos Velhos ¢
Adultos respectivamente. A intensidade de mucossubstancias acidas sulfatadas foi mais acentuada no
grupo Adultos com decréscimo estatisticamente significativo no grupo Velhos. A secre¢do de proteinas
ricas em radicais NH, foi mais intensa no grupo Adultos. Conclui-se que a prostata secreta
mucossubstancia neutras, acidas carboxiladas com maior intensidade no grupo Velhos e acidas ndo
sulfatadas no grupo Adultos. Existe uma correlagdo entre aumento da intensidade de secre¢do de
mucossubstancias neutras ¢ mucossubstancias com radical NH, no grupo Adultos ¢ Velhos e aumento da
patologia Complexo HPB- prostatite nos referidos grupos.

Palavras chaves: Prostata, glicoconjugados, histoquimica, canino.
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ABSTRACT

The current work aimed at characterising secretions of canine prostates at different ages by means of
Histochemistry. Sixty-seven canine prostates divided into three age groups have been studied: the first
including young animals with ages between two months and 2.5 years old, the second with adult animals
whose ages varied from three to six years old, and the third group with old animals with ages varying
from seven to seventeen years old. Prostatic alterations have been noticed in all the three groups: 12
prostates had BPH (Benign Prostate Hyperplasia), 10 had prostatitis, and 30 animals had BPH associated
to prostatitis. Histochemically, a bigger intensity of neutral and nonsulfated acid mucosubstances
secretion has been noticed in the adult and old groups, respectively. The intensity of sulfated acid
mucosubstances was more noticeable in the adult group with statistically significant decrease in the old
group. The production of proteins rich in NH, radicals was higher in the adult group. Therefore, one may
conclude that the prostrate produces neutral carboxilated acid mucosubstances with more intensity in the
old group and acid nonsulfated ones in the adult group. There is a correlation between the increase of
secretion intensity of neutral mucosubstances and those mucosubstances with NH, radicals in the adult
and old groups and an increase of the BPH-prostatitis Complex in the related groups.

Keywords: Prostate, glycoconjugates, histochemistry, canine.
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1. INTRODUCAO

O estudo da prostata de caes ¢ de interesse
nao so de veterinarios e criadores, bem como
de pesquisadores, devido as semelhancgas
morfolégica e funcional com a prostata
humana, constituindo um importante modelo
para estudo das patologias da prostata do
homem.

Fornece dados importantes sobre
fisiopatologia e  proporciona  melhor
interpretagdo da interferéncia ambiental
exercida nas alteracdes, que na espécie
humana, constitui uma das principais causas
de obitos (Orgad et al., 1984, Lowseth et al.,
1990, Cowan et al.1991, Dorfman e Barsanti,
1995 e Waters,1999).

A principal fun¢do da prostata é secretar o
liquido prostatico que faz parte do plasma
seminal, constituido basicamente pelo acido
citrico e frutose (Mann, 1981) essencial para
a sobrevivéncia e capacidade fertilizante dos
espermatozoides. O  liquido  prostatico
representa a terceira fracdo do ejaculado
canino, sendo normalmente limpido e seroso
(Valle, 2002). Apresenta fungdo bactericida
mediada pela producdo de globulinas (Mann,
1964) e da substancia dependente de zinco
(Dorfman e Barsanti, 1995).

Doengas da prostata sdo comuns em cdes de
qualquer raga (Krawiec, 1994) sendo
observadas com maior freqiiéncias em caes
adultos com mais de 5 anos (Thrall et
al.,1984). Dentre as afec¢des prostaticas dos
cdes destacam-se os processos proliferativos
particularmente a hiperplasia prostatica
benigna (HPB) (Peter et al., 1995 e Ettinger e
Feldman, 1997) e as altera¢des inflamatorias
(Cowan et al, 1991, Nascimento e Santos,
2003), que sao bastante freqiientes e capazes

de desencadear transtornos clinicos de dificil
tratamento e recuperacao.

Técnicas de histoquimica vem sendo
empregadas para deteccao de
mucossubstancias através de moléculas
marcadoras secretadas  na  prostata,
principalmente em condi¢des patologicas
(Iida et al., 1997).

A prostata apresenta atividade secretora que
sofre alteracdes qualitativas desde o inicio da
puberdade até a senilidade. O epitélio
secretor prostatico produz uma série de
macromoléculas dentre elas as glicoproteinas.
A escassez de informagOes sobre a natureza
quimica das secre¢des prostaticas motivou a
realizacdo deste trabalho que teve os
seguintes objetivos:

O estudo sistematico da histologia da unica
glandula sexual acessoria de cdes em
diferentes idades,

Reconhecer os grupos de glicoproteinas
presentes na prostata,

Verificar as diferengas quantitativas e
qualitativas de glicoproteinas em diferentes
idades na prostata normal ou alterada,

Confirmar que animais com idade mais
avangada apresentam maior incidéncia de
patologias.

Relacionar a intensidade de producdo das
secregOes com o aparecimento das diferentes
patologias.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Anatomia e histologia

Nos cdes, a prostata, unica glandula genital
acessoria importante (Sisson e Grossman,
1975 e Peter et al., 1995) localiza-se na
cavidade pélvica, circundando
completamente a por¢do cranial da uretra
adjacente a bexiga. Estd posicionada
ventralmente ao reto nos animais adultos,
enquanto nos jovens até dois anos de idade se
localiza na cavidade abdominal (Dorfman e
Barsanti, 1995). Sua origem embriondria esta
no epitélio do seio wurogenital e botdo
endodérmico da uretra primitiva (Aumuller,
1979).

Cooney et al. (1992) observaram que a
prostata é constituida por um conjunto de
adenomeros tabulo-acinares ramificados,
cujos ductos desembocam na uretra
prostatica. Apresenta-se envolta por uma
capsula  fibroelastica rica em  fibras
musculares lisos, que emitem septos os quais
penetram no parénquima formando o estroma
que envolve o parénquima glandular. A uretra
prostatica apresenta tecido epitelial colunar
pseudo-estratificado. O estroma é formado
por células musculares lisas, fibroblastos,
fibras colagenas, fibras elasticas, vasos
sanguineos ¢ linfaticos, proteoglicanos e
tecido nervoso (Bartsch et al., 1987 e
Cardoso et al., 2000). Os tibulos acinosos sao
revestidos por epitélio colunar ou cilindrico
biestratificado, com células secretoras
(luminais) e basais.(Junqueira e Carneiro,
1999 e El-Alfy, 2000). Os ductos secretores
apresentam epitélio transicional ¢ se abrem na
uretra ao redor dos ductulos deferentes,
formando o coliculo seminal (Barsanti e
Finco, 1992, Dorfman e Barsanti, 1995). As
células basais ndo se comunicam com a
membrana basal segundo Merk et al. (1982)

em casos de metaplasia, ao contrario do que
ocorre na hiperplasia e prostata normal.

O papel das células basais esta relacionado
com desenvolvimento e organizacdo do
ductos e acinos da prostata canina, além disso
existem duas populacdes de células basais
distintas: uma mais  susceptivel ao
desenvolvimento da hiperplasia e outra da
neoplasia. (leav et al. 2001)

E um 6rgdo horménio dependente, uma vez
que, a retirada dos testiculos, leva a atrofia do
tecido glandular e a presenca ou variacdes
hormonais, leva ao aumento gradual dos
componentes  epiteliais e do estroma
glandular (Barsanti e Finco, 1992).

O tamanho da glandula ¢é variavel de acordo
com a idade do cdo. Até os 2 anos de idade a
glandula representa 0,66 g/Kg, dos 3 aos 5
anos chega a pesar 0,67g/Kg ¢ dos 6 ao 16
anos pode pesar a 1g/Kg. Apos essa idade
ocorre involugdo senil (Poulet, 1985).

2.2. Fisiologia

O liquido prostatico, produzido por estimulo
parassimpatico através do nervo hipogastrico,
¢ constituido basicamente pelo acido citrico e
frutose (Mann, 1981 e Jonhston et al., 2000)
que ¢é essencial para a sobrevivéncia e
capacidade fertilizante dos espermatozoides.
O liquido prostatico representa a terceira
fragdo do ejaculado canino, sendo
normalmente limpido e seroso (Valle, 2002).
Alem disso ¢é responsavel pela variagdo do
volume e caracteristicas do ejaculado.
Apresenta fungdo bactericida mediada pela
produgdo de globulinas (Mann, 1964) ¢ da
substancia dependente de zinco (Dorfman e
Barsanti, 1995). No homem, funcéo
semelhante foi observada com o prostatic
antibacterial factor (PAF) (Bell et al.,
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1995).0 pH da secrecdo prostatica, que varia
entre 6,0 ¢ 7,4 é importante para a difusdo de
drogas wusadas na prostata (Dorfman e
Barsanti, 1995).

Na proéstata canina, had baixa producdao do
antigeno prostatico especifico (PSA), uma
glicoproteina, presente no liquido prostatico
humano. A concentracdo de PSA no plasma
seminal humano ¢ variavel entre as glandulas
normais ¢ alteradas, possibilitando sua
utilizacdo como marcador das patologias
prostaticas auxiliando no diagndstico e na
avaliagdo da extens@o da patologia, além de
ser indicador de eficacia da terapéutica
empregada. Em caes, as células epiteliais, sob
estimulo da testosterona e diidrotestosterona
(hormonio proveniente da agdo da enzima 5 a
redutase sobre a testosterona), secretam a
esterase prostatica secretoria canina (EPSC),
cuja fung@o ainda ndo estd bem estabelecida
(Bell et al.,, 1995), porém em casos de
hiperplasia  prostatica  benigna, (HPB)
apresenta-se concentragdes elevadas nos
soros sanguineos (Gobello et al., 2002).

2.3. Bioquimica

Vérias substincias produzidas na prostata
desempenham importante papel na atividade
secretora da glandula, nas interagdes
pardcrinas entre epitélio-estroma e nas
patologias prostaticas.

De acordo com Albert et al.(1997), os fatores
de crescimento (GF), sdo componentes vitais
fornecidos pelo soro sanguineo, altamente
especificos e requisitados em pequenas
concentracdes.  Varios GFs  foram
encontrados nos tecidos prostaticos humanos
com suas respectivas  familias e
desempenham diversas atividades como o
Fator de Crescimento de Epiderme (EGF),
fator que estimula proliferagdo celular, Fator

de Crescimento de Ceratindcitos (KGF), o
Fator de Crescimento Transformante
(TGFB), Fator de Crescimento tipo Insulina
(IGF-I e IGF-II) (Ittman e Mansukhani, 1997
e Srougi, 1995). Segundo Srougi (1995), os
GFs apresentam atividade mitogénica na
préstata humana mais potente que a
diidrotestosterona (DHT) e ocorre uma
interagdo  paracrina e  autdcrina  na
proliferagdo das células prostaticas com os
hormoénios androgénicos. Os hormonios
esterdides também podem funcionar como
fatores de crescimento ligando-se a
receptores intracelulares (Theyer, 1992 e
Albert et al., 1997) proporcionando aumento
do nimero de células epiteliais e de células
do sistema imune, principalmente linfécitos e
macrofagos, favorecendo a hiperplasia e a
prostatite ndo bacteriana.

Segundo Lagow et al. (1999) outra classe de
substancias encontradas no tecido prostatico
sdo os glicoconjudados ou mucossubstancias.
As mucossubstancias sdo carboidratos
associados a proteinas com varias fungdes
tais como: lubrificacdo da superficie epitelial,
prevengdo da  desidratagdo  tecidual,
promog¢do da adesdo celular favorecendo a
comunicacdo entre as células, protecdo
tecidual da invasdo bacteriana favorecendo a
resposta imunoldgica aumentando o influxo
de macréfagos e neutralizando a atividade
bacteriana. Alem disso, mantém a estrutura
celular, favorecem o reconhecimento da
célula para o sistema imune, inibem ou
estimulam a apoptose. As mucossubstancias
sdo divididas em 2 grupos: Neutras e acidas
(Figura 1).
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Mucossubsténcias

Neutras

Acidas

Sulfatadas
Ricas em éster sulfato
Ex: sulfato de heparina, sulfato de dermatam
sulfato de condroitina

Figura 1. Classificacdo das mucossubstancias.

As acidas se dividem em sulfatadas como
sulfato de keratam, sulfato de dermatam,
sulfato de heparina, sulfato de condroitina
encontradas no tecido estromal dos oOrgdos.
As mucossubstancias ndo sulfatadas sdo
acido hialurénico e a condroitina ricas em
acido heruxonico ¢ as sialomucinas ricas em
acido sialico ( Spicer et al., 1965, Albert et
al.,, 1997, Lagow et al., 1999) encontradas
nos tecidos epiteliais.

As mucossubstincias exercem importante
papel na sinalizacdo quimica entre as células
inibindo ou ativando uma série de fatores de
crescimento (Lagow et al., 1999)

Uma importante fungdo das
mucossubstancias acidas, particularmente a
heparina, no processo reprodutivo € o efeito
sobre o processo de capacitacdo dos
espermatozoides. “In vitro” nos casos de
fertilizagdo “in vitro” (FIV), utiliza-se a
heparina para capacitar os espermatozoides,
tornando-os aptos a fecundacdo (Nascimento,
2006)".

No estroma da prostata humana normal e com
patologias, ja foram determinados sulfato

Carboxiladas
Ricas em cido sialico
Sialomucinas

Ricas em 4cido heruxdnico Ex; acido hialuronico

dermatam, de heparina e de condroitina.
Observou-se que ocorre modificagdo na
secre¢dao de mucossubstancias neutras para
acidas em prostata com carcinomas (Cardoso
et al., 2000).

2.4. Patologias

As alteragdes prostaticas sdo freqiientes em
cdes adultos ndo havendo predisposi¢ao racial
(Thrall et al., 1984, Cowan et al., 1991,
Krawiec, 1994, Peter et al., 1995, Ettinger e
Feldman, 1997, Nascimento e Santos, 2003).
As alteragdes prostaticas morfologicas e ou
funcionais resultam na diminui¢do da
fertilidade e em transtornos clinicos, podendo
acarretar o Obito em cdes a semelhanca ao
que ocorre freqiientemente em homens com
neoplasias malignas (Franks, 1956).

2.4.1. Hiperplasia Prostdtica benigna (HPB)

E a patologia da prostata mais comum de cies
adultos ndo castrados. E uma condicdo
espontanea e relacionada com a idade
avancada. Acomete 100% dos caes com mais
de 6 anos e associa-se a presenga funcional
dos testiculos. Cées castrados ndo apresentam

'Nascimento, E. F. 2006 Informagdo pessoal.
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essa alteracdo hiperplédsica. A etiopatogenia
da HPB parece estar relacionada ao
desequilibrio da diidrotestosterona com
estrogeno  resultando em  crescimento
hiperplasico do epitélio glandular e estroma
(Lowseth et al., 1990, Dorfman e Barsanti,
1995). Segundo Lee et al. (1997), o aumento
dos niveis de DHT no epitélio prostatico,
estimula receptores de estrogeno localizados
nas células do estroma e a producdo de
estrogenos favorece a proliferacdo de células
epiteliais através da sintese do fator de
crescimento semelhante a insulina 1 e IL
Coffey (2001) demonstrou que o estrogeno
diminui a taxa de apoptose, favorece a
formagdo de agentes oxidativos, diminuindo a
atividade secretoria epitelial e, induz a reagao
inflamatoria.

No cdo, o padrdo histologico das HPB difere
do homem, pois, a proliferagio ocorre
somente no componente epitelial; j4 no
homem a proliferacdo ocorre no componente
estromal e epitélial (Dorfman e Barsanti,
1995). Lowseth et al. (1990) relatou um tipo
especial de HPB canina, hiperplasia
complexa, onde ocorre o envolvimento
também do estroma com aumento de volume
e presenca de infiltrado inflamatorio.Ele
ainda sugere o cdo como modelo de estudo
para HBP humana.

Outra teoria relaciona a patogenia da
hiperplasia, com desequilibrio mais complexo
entre proliferacdo e morte celular causado por
Fatores de Crescimento de Ceratindcitos
(KGF) e Fator de Crescimento Transformante
B (TGFB) (Niu et al., 2003). Esses fatores sdo
encontrados no estroma da prostata, sendo o
KGF um potente fator mitogénico presente
nos fibroblastos ¢ o TGFB um potente
inibidor do epitélio prostatico presente nas
células musculares lisas. As células epiteliais
possuem  receptores para ambos €
permanecem em equilibrio quando a glandula

estd normal, sugerindo um mecanismo
paracrino na reorganizagdo € crescimento
epitélio-estroma (Cardoso et al., 2000). A
alteracdo na relacdo  epitélio-estroma
promovida pelo desequilibrio androgénico
resulta no descontrole da relagdo entre os dois
fatores de crescimento e conseqiientemente
desequilibrio entre proliferagdo e morte
celular (Niu et al., 2003).

O diagnostico definitivo da HPB ¢ realizado
por bidpsia. Exames complementares como
radiografia ~ abdominal, ultra-sonografia,
analise do fluido prostatico, urinalise, exame
hematolégico, palpagdo retal, avaliagdo do
sémen e historico do animal sdo essenciais
para definir as patologias da prostata, uma
vez que duas ou mais alteragdes podem estar
presentes (Barsanti e Finco, 1992 e Muzzi et
al.,, 1999). A citologia ou bidpsia ndo sao
recomendada em cdes com suspeita de
abscesso ou infeccdo aguda devido ao risco
de peritonite (Barsanti e Finco, 1992,
Dorfman e Barsanti, 1995).

Outros fatores envolvidos na génese da HPB
humana incluem hormonios capazes de
promover o crescimento prostitico como
prolactina, Hormonio liberador do horménio
do crescimento (GnRH), horménio ligador de
globulinas (SHBG) produzido pelas células
de Sertoli (Lee, 1997).

Fatores ambientes como reagdo imunologica
promovida pelas secrecdes prostaticas da
HPB, atraem linfocitos e macréfagos através
da liberacdo de interleucinas 1 e 6, fatores de
crescimento promotores de
neovasculariza¢do, criando um ambiente
favoravel a HPB. Além disso, homens com
deficiéncia da enzima So  redutase
apresentam prostata rudimentar (Lee, 1997).
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Segundo Theyer el al. (1992) e Billis (1997),
um infiltrado inflamatoério estd presente nas
prostatas humanas com hiperplasia sugerindo
uma ac¢do imunoldgica celular. Esses autores
acrescentam ainda que a prostata com o
passar do tempo desenvolve um processo
auto-imune gerado por antigenos especificos
locais criando um ambiente favoravel ao
crescimento glandular.

A maioria dos cdes ndao apresenta sinais
clinicos e, quando presentes, sao favorecidos
pela localizagdo anatdmica, pois a glandula
envolve o colo da bexiga levando a obstrugdo
uretral, uremia, disGria, corrimento uretral
hemorragico além de constipagdo intestinal e
tenesmo. Muitos cdes ndo apresentam sinais
clinicos, somente prostata simetricamente
aumentada, indolor e com superficie
levemente irregular Ettinger e Feldman,
1997.

O tratamento deve ser realizado em cées
sintomaticos. Embora o tratamento mais
recomendado para hiperplasia no cdo seja a
castracdo, baixas doses de estrogenos do tipo
dietiletilbestrol na dose de 0,2 a 1,0 mg/dia
durante 5 dias ou a intervalos de alguns dias
por 3 semanas ja foram utilizados, porém
efeitos adversos tais como pancitopenia,
metaplasia escamosa, formacdo de cistos
prostaticos, implicaram no desuso desta
droga. Outras drogas sugeridas sdo: acetato
de megestrol, acetato de
medroxiprogesterona, por ndo apresentarem
efeitos na qualidade do sémen e na libido.
Entretanto segundo Bamberg-Thalen e Linde-
Forsberg, (1993) somente 53% dos caes
tiveram reducdo do tamanho da glandula e
alguns cdes desenvolveram diabetes mielitus
e nodulos mamarios. A classe de inibidores
da Soa-redutase, como finasterida, segundo
Ouada e Verstegen (1997), ndo altera a libido
e qualidade do sémen. Cetoconazol, diminui
o epitélio e estroma glandular porém

promove efeitos hepatotoxicos. Flutamida
(receptor bloqueador de androgeno) diminui a
formacdo de DHT no tecido prostatico (Peter
et al., 1995).

2.4.2. Prostatites

A prostatite ocorre em todas as espécies
domésticas, tendo maior importancia no cao.
Essa alteracdo esta freqiientemente associada
a hiperplasia prostatica em cdes velhos
(Nascimento e  Santos, 2003). As
enfermidades inflamatorias mais comuns da
prostata canina estdo relacionadas a infecgao
bacteriana aguda ou crénica. Deste modo, a
glandula fica predisposta a infec¢des por vias
ascendente, hematogena, difusdes renais,
testiculares, peritoniais ou por afecgdes da
propria prostata como, neoplasias, cistos e
metaplasia escamosa (Ettinger ¢ Feldman,
1997).

As prostatites sdo classificadas em agudas
(com infiltrado inflamatorio neutrofilico
associado a presenga de bactérias, edemas e
dor) e cronicas (com infiltrado inflamatorio
linfohistioplasmocitario, hipotrofia da
glandula e proliferacdo de tecido fibroso
preenchendo o estroma).

Uma vez iniciada, a prostatite bacteriana
pode se tornar cronica e somente serdo
selecionados antimicrobianos capazes de
atravessar a barreira hematoprostatica que
contribui para a baixa taxa de resolucdo de
prostatites humanas. Nos caes, € comum o
uso de antimicrobianos associado a castracdo
apos inicio da antibioticoterapia (Cowan et
al., 1991).

A prostatite bacteriana aguda ¢ mais facil de
diagnosticar e tratar de que a prostatite
cronica, segundo Dorfman e Barrsanti (1995).
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Theyer el al. (1992), Billis (1997) e Nickel
(1997) sugerem que a etiologia das prostatites
esta relacionada a fatores anatomicos,
microbiologicos e imunoldgicos. Uma reagao
imunoldgica local favorece o aparecimento
de linfocitos-T regulado por algum antigeno
especifico local ainda desconhecido e
formaria um microambiente proximo as
células epiteliais aumentando o numero de
linfocitos e fatores de crescimentos
favorecendo também a hiperplasia.

Alteracdes clinicas na prostatite aguda
incluem dor a palpacdo associado a febre,
anorexia, letargia, descargas uretrais, dor
abdominal e lombar, deambulag¢do rigida,
distensdio de membros. Na cronica, as
alteragbes  mais  significativas  estdo
relacionadas & diminuicdo da qualidade do
sémen e da libido e, em alguns casos,
infertilidade. O diagndstico é baseado no
exsudato inflamatoério do fluido prostatico,
sinais de infertilidade e diminuigdo da libido.

As metapalsias escamosas aparecem quando
ocorre transi¢cdo do epitélio glandular para
epitélio escamoso bem diferenciado. Esta
associadas ao hiperestrogenismo endégeno ou
exogeno que favorece a estase secretora e
formagdo de cistos de retengdo, prostatites e
abscessos (Merk et al., 1982, Dorfman e
Barsanti, 1995 ¢ Vannucchi et al., 1997)

2.4.3. Neoplasias

Segundo Nascimento e Santos (2003), ao
contrario do que ocorre com o homem, as
neoplasias da prostata sdo incomuns entre os
animais domésticos.

Das mais comuns na prostata de cdes e do
homem destacam-se 0 carcinoma
indiferenciado e adenocarcinoma (Bell et al.,
1991, Dorfman e Brarsanti, 1995 e Ettinger e

Feldman, 1997). A prevaléncia de carcinomas
prostaticos nos cédes esta entre 0,2 a 0,6%.
Contrastando com a maioria das afec¢oes
prostaticas, a neoplasia prostatica pode
desenvolver tanto em caes castrados como em
cdes ndo castrados (Bell et al., 1991, Ettinger
e Feldman, 1997 e Nascimento e Santos,
2003).

A neoplasia intraepitelial prostatica (PIN)
aparece na  fase  pré-maligna  do
adenocarcinoma e surge como uma lesdo nao
invasiva formada por multiplos focos de
proliferagdo intra-acinar, discreta anaplasia
nuclear e perda da polaridade celular. A PIN
no cdo e homem apresenta semelhancas
morfologicas, imunologicas e esta
relacionada ao adenocarcinoma sendo, por
isso, 0 cdo um bom modelo biomédico para o
estudo de PIN no homem (Waters e
Bostwick,1997 e Bostwick et al., 2004).

Devido a alta incidéncia de adenocarcinoma
em cles castrados, hd indicios de que o
desenvolvimento da neoplasia possa estar
relacionado com células epiteliais basais ndo
hormonio-dependentes (EI-Alfy et al., 2000).
E possivel que a etiopatogénese desta lesdo
tenha outros fatores envolvidos além do
componente hormonal androgeno (Bell et al.,
1991e Johnston et al., 2000).

Outras neoplasias prostaticas sdo o carcinoma
de células escamosas, carcinoma
indiferenciado, carcinoma de células de
transicdo e metastases de tumores primarios
(Peter et al., 1995 e Ettinger e Feldman,
1997).

Devido a natureza invasiva e metastatica do
adenocarcinoma, o tratamento ¢ dificil.
Poucos cides, apresentam o tumor confinado a
prostata e, por isso, a prostatectomia ¢
raramente curativa; além de tecnicamente
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dificil, proporciona o risco de incontinéncia
urinaria pos-operatéria. Em alguns cdes com
adenocarcinoma prostatico, confinado a
prostata, a radioterapia intra-operatdria trouxe
beneficios (Ettinger e Feldman, 1997).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Procedéncia do material e técnicas
histologicas

As prostatas utilizadas na presente pesquisa,
procederam de 67 cdes, ndo definidos
racialmente (SRD) na sua maioria com idade
variando de dois meses a mais de 84 meses.
Os animais foram eutanasiados com
autoriza¢dao do proprietario, sem diagnostico
clinico de alteracbes reprodutivas e as
prostatas foram retiradas imediatamente apds
a eutanasia (Anexo 1).

Fragmentos da prostata de cada animal foram
colhidos e fixados em formalina neutra
tamponada a 10%, durante 24 horas. Apds a
fixacdo, o material foi recortado, desidratado,
diafanizado, incluido em parafina, seccionado
com cinco micrometros, corado pela técnica
da hematoxilina-eosina (HE) (Prophet, 1992)
e examinados em microscopio Optico para
descrig@o das caracteristicas histologicas.

3.2. Grupos experimentais

Para efeito de analise, os dados relativos aos
67 animais foram organizados de acordo com
trés grupos etarios (De Paula, 1992)

Grupo Jovens em nimero de 20 com idade de
dois meses a 30 meses,

Grupo Adultos em numero de 23 com idade
de trés a seis anos e,

Grupo Velhos em nimero de 24 com idade de
sete a dezessete anos.

3.3. Estudo histoquimico

Para estudo histoquimico do glicogénio e das
mucossubstancias  foram  utilizadas as
coloragdes de Periodic Acid Schiff (PAS)
com ¢ sem digestdo prévia pela amilase
salivar, Alcian blue (AB) em pH 2,5 ¢ 0,4 ¢
Ninhidrina-Schiff (McManus, 1946, Yasuma
e Ichikawa, 1953, Mowry, 1956, Lison, 1960
e Prophet, 1992). Essas coloragdes foram
realizadas no laboratério de Histopatogia da
Escola de Veterinaria da UFMG.

A tabela 1 sumariza o nimero de prostatas
que foram coradas nas respectivas coloragdes.

Tabela 1. Nimero de prostatas submetidas as coloracées especiais nos 3 grupos etarios.

Grupos/colo PAS' PAS-a’ PAS-PASa

AB0,4> AB25 AB04-AB25 N°

racoes
Jovens 18 19 19 19 19 19 18
Adultos 23 23 23 22 22 22 22
Velhos 21 21 20 24 24 24 24
Total 62 63 62 65 65 65 64

1) PAS Acid-Periodic-Schiff

2) PAS-a Acid-Periodic-Schiff com digestao prévia pela amilase salivar

3) AB 0,4 Alcian Blue pH 0,4
4) AB 2,5 Alcian Blue pH 2,5
5) N Ninhidrina Schiff
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A Figura 2, mostra os métodos histoquimicos
usados, as reagdes quimicas envolvidas e a

interpretacdo dos resultados.

Método histoquimico Reacio quimica envolvida Resultado
Periodic Acid Schiff (PAS) Oxidagdo de grupos vic-gliol em  Polissacarideos e
McManus (1946) aldeidos pelo acido periddico. Os  mucossubstancias

Amilase salivar + PAS(PAS-a)

Lison (1960)

Alcian blue em pH 2,5(AB 2,5)

Mowry (1956)

Alcian blue em pH 0,4(AB 0,4)

Prophet et al. (1992)

Ninhidrina-Schiff
Yasuma e Ichikawa (1953)

aldeidos formam complexos
corados com reativo de Schiff.
A amilase salivar hidrolisa o
glicogénio

Promove dissociacdo dos radicais
-COOH e HSO; dos carboidratos,
os quais formam complexos
corados com AB.

Promove dissocia¢ao dos
grupamentos HSO; das
sulfomucinas para se combinarem
com AB.

A ninhidrina oxida os grupos
amina das extremidades da
molécula protéica, reduzindo-se,
formando grupos aldeidos que se
combinam com o reativo de Schiff

coram-se em vermelho.

Perda de PAS-
positividade em locais
contendo glicogénio.
Carboximucinas e as
sulfomucinas
fracamente acidas
coram-se em  azul.
Sulfomucinas muito
acidas ndo se coram ou
o fazem fracamente.
Sulfomucinas fraca e

fortemente acidas
coram-se,
especificamente em
azul.

a-amino livres coram-
se em vermelho.

produzindo compostos corados.

Figura 2. Métodos histoquimicos utilizados na demonstragdo de mucossubstéancias, carboidratos

e proteinas.

Como nomenclatura  histoquimica de
componente ricos em carboidratos, adotou-se
a sugerida por Spicer et al. (1965)e Nalavade
(1974):

Mucossubstancias:  sdao  definidas  por
substancias  fundamentalmente  protéicas,
ricas em carboidratos;

Mucussubstdncias neutras: sdo aquelas cujo
componente glicidico tem grupos vic-gliol

reativos ao periodato. Sdo PAS-positivas e
AB-negativas;

Mucossubstancias dcidas sulfatadas: sao
acidas contendo éster sulfato. Sdo PAS-
negativas ¢ AB-positivas a pH 0,4 ¢ 2,5;

Mucossubstancias dcidas carboxiladas: sao
acidas contendo grupo —COOH. Sao ricas em
acido sialico e mostram-se PAS-positivas e
AB-positivas a pH 2,5.
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Segundo Lagow et al. (1999), a nomenclatura
mais correta € mucina e mucinas Aacidas
sulfatadas sdo denominadas sulfomucinas
mucinas acidas carboxiladas sao
denominadas carboximucinas e sialomucinas
(ricas em 4cido sialico).

A secrecdo  prostatica detectada  foi
classificada quanto a intensidade em:

Ausente (valor 0): Quando a positividade da
secre¢do nao foi visualizada;

Discreta (valor 1): Quando a positividade da
secrecdo foi localizada focalmente no
citoplasma ou épice das células secretorias,
ou ainda em quantidade minima no lume.

Moderada (valor 2): Quando o lume e as
células secretorias apresentavam cerca de 50
% de secrecdo positiva, sob a forma de
granulos ou extrusdes citoplasmaticas; e

Intensa (valor 3): Quando grande parte das
células secretorias e do limen apresentavam
granulos secretorios ou extrusoes
citoplasmaticas.

A detecgdo do glicogénio foi obtida pela
diferenca de intensidade de coloracao entre as
técnicas de PAS — PAS-a; e a detecgdo das
mucossubstancias acidas carboxiladas foi
obtida pela diferenga de intensidade de
coloragdo entre as técnicas de AB 2,5 — AB
04.

3.4 Analise estatistica

O X* (qui-quadrado), um teste de
dependéncia e verificagdo da significancia do
coeficiente de correlagdo, foi aplicado para
verificar se a presenca de alteragdes
histopatoldgicas na prostata apresenta ou ndo
associacdo com a idade dos animais. Esse

teste ¢ apropriado quando ha correlagdo entre
variaveis distintas e os dados se apresentam
sob forma de dicotomias auténticas. Esse
teste foi também usado para estimar a
magnitude da relagdo entre HPB e prostatite.

O coeficiente de correlagdo de Spearman foi
utilizado para verificar o grau de significancia
entre secregoes e patologias prostaticas.

Os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney
foram utilizados para comparagdo de médias
das coloragdes entre os grupos (Sampaio,
2002) e entre secregdes prostaticas e
patologias.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Descricao histologica

A prostata do cdo adulto ¢ do tipo bem
individualizada, bilobulada e possui forma
ovalada. As  formagdes  conjuntivo-
musculares de sustentagdo sdo representadas
por uma capsula miofibroelastica, associada a
ganglios Nervosos viscerais do
parassimpatico. A capsula emite septos para o
interior da glandula e destes originam-se as
fibras que formam o estroma de sustentacio
para o parénquima. O estroma é formado por
fibroblastos, fibras reticulares
(predominantemente  colageno tipo III),
colagenas, elasticas e fibras musculares lisas.
Células sanguineas migradas podem ser
encontradas entremeadas ao estroma. O
parénquima glandular é formado por um
conjunto de adendmeros tibulo-acinosos,
revestidos por dupla camada de células
epiteliais cilindrica secretoras e células basais
entremeadas, suportadas por desenvolvida
membrana basal. Os ductos excretores,
inicialmente sdo formados por epitélio
semelhante ao do t@ibulo-acino, passando a
bi-estratificado que também sdo secretores, e
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a medida que se aproximam do lume uretral
tornam-se estratificado prismatico ou de
transi¢do ndo secretor. Na lamina propria da
uretra  encontram-se€  NUMErosos  vasos
sanguineos, linfaticos e fibras nervosas
Figura 3 A e B. O padrio histologico
observado no presente trabalho foi
semelhante ao descrito por Aumuller (1979)
Bartsch et al. (1987) Cooney et al. (1992)
Nickel (1997) Cardoso et al. (2000) e
Nogueira (2006) °.

As prostatas dos animais jovens até 10 meses
de idade, apresentam grande quantidade de
tecido conjuntivo fibroso, ductos glandulares
pouco desenvolvidos e com didmetro do lume
reduzido. Apresentam-se com uma infinidade
de vasos sanguineos ao redor da uretra
diminuindo a quantidade no estroma da
glandula. O epitélio glandular nesta fase ¢
pouco desenvolvido, didmetro do Iume
reduzido e em alguns pontos ausentes. Padrao
histolégico semelhante ao descrito por
Bartsch et al. (1987) Leav et al (2001).

A prostata hiperpldsica apresenta-se com
parénquima glandular bem desenvolvido,
epitélio secretor ativo com bastante secrecao
no limen ou ndo. Em alguns pontos o limen
se apresenta dilatado com ou sem secregdo o
que caracteriza a hiperplasia cistica. Os
achados histologicos sdo comparados aos de
McEntee, 1990, Jubb et al., 1993, Dorfman e
Barsanti, 1995, Figura 4 A ¢ B.

A prostatite se caracteriza por multiplos focos
de infiltrado linfohistioplasmocitario na
regido do estroma com redug@o do numero de
fibroblastos, fibras elasticas, musculares lisas
e colagenas. Apresenta-se associada ou nao
com a hiperplasia (McEntee, 1990 e Jubb et
al., 1993) (Figura 5 A ¢ B).

4.2. Alteracdes histopatologicas

Foram avaliados histologicamente 67
animais com idade entre dois meses e 17
anos. O achado de HPB associado a infiltrado
inflamatdério  linfohistioplasmocitario  foi
visualizado a partir dos dois anos de idade,
porém s6 a partir dos 3 anos, as alteragdes
histopatoldgicas foram mais freqiientes e de
maior importancia.

Os animais dos grupos adultos e velhos foram
os mais afetados de lesdes da prostata.As
alteragdes histopatoldgicas que foram mais
presentes nos trés grupos estdo sumarizadas
na figura 9. A tabela 2 expressa a presenga ¢
auséncia de patologias nos diferentes grupos
etarios.

% Nogueira, J.C, 2006 Informagio pessoal
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Figura 3 Fotomicrografias da prostata normal de cdes em diferentes idades. Observar a evolugdo
histologica do parénquima em relacdo ao estroma glandular. A) Prostata de animal adulto com dois anos
de idade. Parénquima glandular iniciando producdo de secrecdo (seta). HE 150 X. Prostata de animal
adulto com quatro anos de idade. Observar presenca de secrecdo PAS positiva em grande quantidade nas
células epiteliais (seta aberta) e estroma formado por fibroblastos (seta), fibras colagenas e células
musculares lisas. PAS 200X.
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Figura 4. Fotomicrografias da prostata de cdes com 14 anos de idade A e B, evidenciando Hiperplasia
Prostatica Benigna no parénquima glandular com éareas de formacdes hiperplésicas cisticas (setas). A
atividade secretora é normal nas areas cisticas (seta aberta). Observar infiltrado inflamatorio no estroma
glandular em A e B (seta pontilhada) HE 100X.
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Figura 5. Fotomicrografias da prostata de cio de 14 anos de idade evidenciando infiltrado inflamatério
(seta) linfohistioplasmocitario no estroma. Observar intensa descamagdo de células epiteliais secretoras
em B com evidente modificagdo na altura do epitélio secretor (seta aberta) HE 200X.
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Tabela 2. Presenca e auséncia de alteracdes histopatologicas na prostata dos 67 cies examinados de

acordo com trés grupos etarios.

Grupos etarios Alteracées histologicas Total
Presentes Ausentes
Jovens 9 11 20
Adultos 21 23
Velhos 23 1 24
Total 53 14 67

Segundo Lowseth et al. (1990), Dorfman e
Barsanti (1995), Lee et al. (1997) e Niu et al.
(2003), a presenca dos testiculos funcionais
induz atividade hormonal favorecendo a
interagdo estroma-epitélio e, assim, ativa os
fatores paracrinos e autdcrinos na glandula
relacionados com a atividade secretoria e com
as lesdes como a HPB e prostatite. As tabelas
3, 4 e 5 apontam a maior prevaléncia de
lesdes ocorrendo entre os animais do grupo
jovens e adultos quando comparados com

Tabela 3. Comparacido da freqiiéncia absoluta da presenca de alteracdes histopatolégicas na

velhos, jovens e velhos quando comparados
com adultos e adultos e velhos quando
comparados com jovens, sendo significativo
estatisticamente, (P< 0,05). O que nao
constitui surpresa, porém observam-se no
grupo dos animais jovens, nove casos de
patologias prostaticas. Entretanto, todos estes
casos eram em caes com idade superior a 18
meses (Anexo 2). Poulet (1985) descreve
alteracOes histologicas a partir de 24 meses.

prostata de cies do grupo de animais jovens e adultos com velhos.

Grupos etarios Alteracdes histoldgicas Total
Presentes Ausentes
Jovens e Adultos 30 13 43
Velhos 23 1 24
Total 53 14 67

Significativo ao nivel P<0,05

Tabela 4. Comparacio da freqiiéncia absoluta da presenca de alteracdes histopatolégicas na
prostata de cies do grupo de animais jovens e velhos com adultos.

Grupos etarios Alteracoes histolégicas Total
Presentes Ausentes
Jovens e Velhos 32 12 44
Adultos 21 2 23
Total 53 14 67

Significativo ao nivel P < 0,05
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Tabela 5. Comparaciao da freqiiéncia absoluta da presenca de

prostata de ciies do grupo de animais adultos e velhos com jovens.

Grupos etarios Alteracoes histolégicas Total
Presentes Ausentes
Adultos e Velhos 44 3 47
Jovens 9 11 20
Total 53 14 67

Significativo ao nivel P < 0,05

A tabela 6 mostra a existéncia de diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos

Tabela 6. Comparaciao da freqiiéncia absoluta da presenca de alteracdes histopatolégicas na

quando se comparam presenga ¢ auséncia de
alteragOes histopatologicas.

prostata de cies quando comparadas as faixas etdrias ente si.

Combinacio de grupos Alteracoes histologicas Total
etarios
Presentes Ausentes
Adultos e Velhos 44 3 47
Adultos e Jovens 30 13 43
Jovens e Velhos 32 12 44
Total 106 28 134

P <0,05

Do 67 animais estudados, 14 (20,9%)
apresentaram  prostata  histologicamente
normal, sendo 11 do grupo Jovem, 2 do grupo
Adultos e 1 do grupo Velhos (Tabela 2).

No grupo jovem, dos 20 animais, 11
apresentavam prostata normais, 4
hiperpasicas, 4 com prostatite e 1 com
hiperplasia associada a prostatite (Figura 6).

No grupo adulto, dos 22 animais, 2
apresentavam prostata normais, 5
hiperpasicas, 2 com prostatite ¢ 13 com
hiperplasia associado a prostatite (Figura 7).

No grupo Velho, dos 24 animais, 1
apresentou préstata normal, e 3 hiperpasicas,
4 com prostatite e 16 com hiperplasia
associado a prostatite (Figura 8).

De acordo com Thrall et al. (1984), com o
avancar a idade, o nimero de patologias
prostaticas, tem um aumento significativo;
fato tal também encontrado no presente
trabalho. Dos 53 animais com alterag¢des
histopatoldgicas, 16,98% apresentaram a
glandula com HPB, 22,64% apresentaram
prostatite e 58,49% apresentaram a HPB
associada a prostatite, ou seja, a grande
maioria dos animais com HPB, apresentam
alteracdes no estroma que levam a aporte
maior de células infamatorias sugerindo
interagdo entre as duas patologias (Figura 9).
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4

B Normais B HPB 0O Prostatite @ HPB +Prostatite

Figura 6. Nimero de animais com alteragdes prostaticas no grupo Jovens.

2

B Normais B HPB 0O Prostatite B HPB +Prostatite

Figura 7. Numero de animais com alteragdes prostaticas no grupo Adultos.
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B Normal O Prostatite

B HPB + Prostatite B HPB

Figura 8. Numero de animais com alteragdes prostaticas no grupo Velhos.

1

B HPB O Prostatite

B HPB + Prostatite

Figura 9. Porcentagem de animais com Prostatite, HPB e HPB associada a prostatite independentemente

das faixas etarias estudadas.

Segundo Theyer el al. (1992), Billis (1997) e
Nickel (1997) a prostatite, pode estar
intimamente relacionada com a HPB uma vez
que em humanos a incidéncia de prostatite
ndo bacteriana ¢ alta em prostatas retiradas
cirurgicamente com quadro de HPB. A

inflamacdo se apresenta como uma alteracao
secundaria a HPB criando um Complexo
Hiperplasia Prostatica Benigna Prostatite. O
extravasamento de secrecdo para o estroma
pode atrair fatores envolvidos na proliferagido
de células do sistema imune como linfocitos

42



T e B. Acredita-se que o estrogeno esteja
relacionado ao processo de inflamagao nao so6
por HPB como também por um mecanismo
desconhecido (Coffey, 2001).

Neste trabalho ndo foram observadas
alteracdes neoplasicas, metaplasicas e nem a
presenca de corpos amilacea que na espécie
humana segundo Prather e Skinner (1956) e
Morales et al. (2005) é um achado comum em
homens mais velhos.

A dupla camada do epitélio glandular
apresentou células secretoras e células basais.
As células basais como sugerido por El-Alfy,
(2000) podem estar diretamente relacionadas
com as fungdes das células luminais
promovendo suporte para essas realizarem
suas atividades por mecanismos paracrinos
entre elas, mantendo ou ndo a integridade do
epitélio prostatico e envolvidas com origem
das neoplasias nao hormoénio dependentes
que ocorrem em caes intactos.

Tabela 7. Intensidade da coloracido* pela técnica de PAS do parénquima glandular nos diferentes

4.3. Histoquimica

Os animais entre dois e nove meses nao
apresentaram atividade secretora (Figura 10).
Somente a partir dos 10 meses de idade,
foram observadas atividades secretoras em
todas as prostatas. Nessa faixa etaria, a
atividade prostatica ainda ndo estd sob a
influéncia  dos  hormdnios  esterdides
testiculares (Lowseth et al., 1990 ¢ Dorfman
¢ Barsanti, 1995). Tal fato, explica a baixa
atividade secretora da glandula no grupo dos
jovens conforme demonstrado em todas
coloragdes especiais.

Os animais apresentaram variacdo na
intensidade de coloragdo pelas técnicas
especiais entre os grupos. As tabelas 7, 8, 9
10, 11,12 e 13 sumarizam as médias obtidas.

A coloragdo por PAS foi observada no 3
grupos etarios. Porém a intensidade da
coloracdo variou entre os grupos (Tabela 7).

grupos.
Grupos n** Intensidade de coloragio (Média +DP)
Jovens 18 1,44 (£1,15)°
Adulto 24 2,41 (+0,88)°
Velhos 21 2,61 (+0,59)°

* 0 = nenhuma; 1 = fraca; 2 = moderada; 3 = intensa

**n= Numero de observagdes

Médias seguidas por letras diferentes, diferem (p< 0,05)

A intensidade de coloragdo pela técnica PAS
(Figura 11) se apresentou estatisticamente
significativa (P<0,05) quando comparada
entre os animais adultos e velhos com jovens,
contradizendo os achados de Aumuller
(1979) que sinaliza uma diminuigdo de
mucossubstancias neutras com o avangar da

idade em detrimento das mucossubstancias
acidas.

A técnica de PAS apoés digestdo prévia pela
amilase salivar (Figura 12), apresentou
marcagdo positiva semelhantes a aquelas PAS
sem digestdo prévia pela amilase (Tabelas 7 ¢
8).
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Tabela 8: Intensidade da coloracio* pela técnica de PAS-a do parénquima glandular nos diferentes

grupos.
Grupos n** Intensidade de coloracio (Média +DP)
Jovens 19 1,21 (£0,92)*
Adultos 23 2,26 (+0,81)°
Velhos 21 2,56 (£0,60) "

* 0 =nenhuma; 1 = fraca; 2 = moderada; 3 = intensa
**n= Numero de observagoes

Médias seguidas por letras diferentes diferem (P< 0,05)

A intensidade de coloracdo da diferenca entre
as técnicas de PAS — PAS-a apresentou uma
diminui¢do da intensidade de secre¢do do
glicogénio com o avangar da idade, porém
ndo foi considerada  estatisticamente
significativa (Tabela 9). A producdo do
glicogénio segundo Gunanga et al. (1972),
esta relacionada a horménio androgénicos,
pois em ratos que apresentaram aumento da
testosterona com o avancar da idade,
apresentaram aumento do contetdo de

Tabela 9. Diferenca de intensidade da coloracio* pela técnica de PAS — PAS-a do parénquima

glicogénio na prostata, postulou-se que o
glicogénio ¢ um dos principais componentes
de energia para os espermatozodides e, se
ocorre aumento de testosterona, ocorre
aumento no numero de espermatozodides e
ocorre aumento na concentragdo de
glicogénio prostatico para nutricdo destes. O
glicogénio assim como as mucossubstancias
neutras tem como principal fungdo nutricdo e
mantenca do espermatozoide (Lagow et al.
1999).

glandular nos diferentes grupos para deteccio de glicogénio prostaitico

Grupos n** Intensidade de coloraciao (Média £DP)
Jovens 21 0,28 (£0,46)
Adultos 24 0,25 (£0,53)
Velhos 20 0,1 (£0,44)

* 0 = nenhuma; 1 = fraca; 2 = moderada; 3 = intensa
**n= Numero de observagdes
P>0,05

A intensidade de coloragdo pela técnica de

AB pH 2,5 (Figura 13), foi maior nos animais

adultos e velhos em relacdo aos jovens sendo
P<0,05 considerado estatisticamente
significativo.Tabela 10.
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Figura 10. Fotomicrografia da prostata normal de cdes em diferentes idades. Observar a evolugdo
histologica do parénquima em relagdo ao estroma glandular. A) Préstata de animal jovem com dois meses
de idade. Predominio da regido estromal em relagdo a epitelial. Parénquima glandular pouco desenvolvido
com pequenas formagdes glandulares sem presenca de ductos ou muito diminuidos quando presentes. HE
40X. B) prostata normal de animal jovem com quatro meses de idade. Parénquima glandular mais
desenvolvido porém sem atividade secretora. HE 40X.
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Figura 11. Fotomicrografia da préstata de cdo com quatro anos de idade. Observar intensa PAS
positividade no epitélio secretor (seta vazia). PAS x HE 200X.

Figura 12. Fotomicrografia da prostata de cdo com quatro anos de idade. Rica secrecdo de
mucossubstancias neutras no citoplasma supra-nuclear das células secretoras (seta). PAS-a x HE 600X.
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Tabela 10. Intensidade da coloragdo* pela técnica de AB pH 2,5 do parénquima glandular nos
diferentes grupos.

Grupos n** Intensidade de coloracao(Média £DP)
Jovens 19 1,21 (£0,79)*
Adultos 22 2,27 (+0,78)"
Velhos 24 2,12 (+0,64)"

* 0 = nenhuma; 1 = fraca; 2 = moderada; 3 = intensa
**n= Numero de observag¢des
Médias seguidas por letras diferentes diferem (P< 0,05)

As mucossubstincias acidas sulfatadas animais mais velhos em relagdo aos mais
(Figura 14) tiveram um decréscimo de adultos e jovens sendo P<0,05 considerado
producdo estatisticamente significativa nos significativo estatisticamente. Tabela 11.

Tabela 11. Intensidade da coloracao* pela técnica de AB pH 0,4 do parénquima glandular nos
diferentes grupos.

Grupos n** Intensidade de colora¢io(Média +DP)
Jovens 19 0,78 (£1,13)*
Adultos 21 0,95 (+0,59)"
Velhos 24 0,42 (+0,53)"

0 = nenhuma; 1 = fraca; 2 = moderada; 3 = intensa
**n= Numero de observagdes
Médias seguidas por letras diferentes diferem (P< 0,05)

A diferenca entre a intensidade de coloragéo carboxiladas e ricas em acido sialico (AB pH
pela técnica de AB pH 2,5 ¢ AB pH 0,4 (AB 2,5) com o avancar da idade e diminui¢ao da
2,5 — AB 0.4) indica o aumento da produgao secrecdo de mucossubstancias acidas ricas em
de secrecdo de mucossubstancias éster sulfato (AB pH 0,4). Tabela 12.

Tabela 12. Diferenca de intensidade da coloracdo* pela técnica de AB pH 2,5- AB pH 04 do
parénquima glandular nos diferentes grupos.

Grupos n** Intensidade de coloragcio(Média +DP)
Jovens 19 0,84 (£0,83)"
Adultos 22 1,00 (£0,69)*
Velhos 24 1,75 (£0,89)"

* 0 = nenhuma coloracdo; 1 = coloragao fraca; 2 = coloracdo moderada; 3 = coloragao intensa
**n= Numero de observagdes
Médias seguidas por letras diferentes diferem (P< 0,05)

A intensidade de coloracdo pela técnica foi mais intensa nos animais Adultos e

Ninhidrina-Shiff (Figura 15) para Velhos (P< 0,05) (Tabela 13).
mucossubstancias com grupos o.-amino livres
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Figura 13. Fotomicrografias da prostata de cdo A e B de trés anos de idade. Observar presenga de
secre¢do (mucossubstancia acida) no epitélio secretor (seta). Alcian Blue pH 2,5 200X.
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Figura 14. Fotomicrografias da prostata de cdo A e B de dois anos de idade evidenciando secrecdo de
mucossubstancias acidas sulfatadas no epitélio secretor (seta). Alcian Blue pH 0,4 200 X.
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Figura 15. Fotomicrografias A e B da prostata de cdo de 10 anos de idade evidenciando secregéo de
material protéico rico em radical NH, no epitélio secretor (seta). Ninhidrina-Schiff 600X.
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Tabela 13. Intensidade da coloracio* pela técnica de Ninhidrina-Schiff do parénquima glandular
nos diferentes grupos.

Grupos n** Intensidade de colorac¢io (Média +DP)
18 1,11(£0,96)"

Adultos 22 2,27 (+1,03)°

Velhos 24 2,12 (+0,74)°

* 0 =nenhuma; 1 = fraca; 2 = moderada; 3 = intensa
**n= Numero de observagoes
M¢édias seguidas por letras diferentes, diferem (P< 0,05)

Segundo Gobello (2002), secrecio de neoplasias ou prostatite quando comparados a
proteina CPSE, aumenta em quadros de HPB prostata de animais normais. A CPSE ¢ uma
€ ndo tem aumento significativo em cées com proteina cuja fun¢do ndo estd ainda bem

esclarecida, ¢ secretada pelo epitélio
prostatico e compde o plasma seminal.

A figura 16 sumariza a intensidade média das coloragdes especiais nos trés grupos etarios.

300

50

intensidade de coloragao

1 2 3

Jovens Adultos Velhos

Figura 16. Variacdo da intensidade média de secre¢des de mucossubstincias prostaticas nos diferentes
grupos etarios.
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4. 4 Relacio entre patologias e secrecoes
prostaticas

No sistema  genital masculino as
mucossubstancias sdo essenciais para a
sobrevivéncia do espermatozdide. Como no
cdo a Unica glandula genital ¢ a prostata, essa
produz todas as secre¢des importantes para o
sucesso do processo reprodutivo. As
principais fun¢des das mucossubstincias sdo:
impedir a adesdio do espermatozdide no
sistema genital do macho ou da fémea
durante o seu trAnsito, proteger o
espermatozoide do ataque do sistema imune
protegendo-o e da acdo proteolitica além de
outras atividades (Lagow et al. 1999).

A prostata ¢ uma glandula horménio
dependente e sua atividade secretoria
aumenta de acordo com a idade. Segundo
Billis (1997), quando ocorre extravasamento
de secrecdo epitelial no estroma prostatico,
um influxo de células inflamatérias mediado
por interleucinas e GFs, iniciam um quadro
de prostatite linfohistioplasmocitaria.
Paralelamente ao aparecimento de prostatite,
um quadro de HPB ja esté se iniciando, pois,

Tabela 14. Niveis de significincia (P) e coeficientes de correlacio (r) das correlacées entre

intensidade de coloracao e a idade dos caes.

a glandula esta com plena atividade secretora
e suas secre¢Oes ativam outros GFs
relacionados com o crescimento hiperplésico,
que por mecanismo de turn over intensificam
e mantém a HPB.

Utilizando o teste de correlagdo de Sperman,
foi confirmado estatisticamente que as
secregdes prostaticas aumentam com o0
avancar da idade. Utilizando o teste de
Kruskal-Wallis, foi confirmado que o
aparecimento de alteragdes histopatologicas
principalmente a HPB associada a prostatite
esta relacionado com o aumento de secre¢do
de mucossubstincias neutras e ricas em
radicais NH,. A medida que avanga a idade, a
secre¢do de substincias coradas por PAS,
PAS-a, AB pH 2,5 e Ninhidrina-Schiff,
também aumentam a intensidade. Somente a
secre¢ao de AB pH 0,4, atinge um pico de
intensidade de secrecdo quando adultos e cai
com o avangar da idade como mostram as
figuras 17, 18, 19, 20 ¢ 21.

A tabela 14 mostra os valores de P e r
referentes as correlagdes entre intensidade de
secrecdo e idade dos animais.

Valoresde Per Correlagoes
PAS PAS-a AB 0.4 AB 2,5 Ninhidrina
P* 0,0004 0,0001 0,4 0,0001 0,0090
re* 0,4354 0,5311 -0,1021 0,5057 0,3239

P= Nivel de significancia
r= Coeficiente de correlagdo
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Figura 17. Intensidade de colorag@o pela técnica de PAS de acordo com a idade dos cées em meses.
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Figura 18. Intensidade de coloragdo pela técnica de PAS apods digestdo com amilase salivar de acordo
com a idade dos cdes em meses.
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Figura 19. Intensidade de coloragdo pela técnica de AB pH 0,4 de acordo com a idade dos caes em meses.
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Figura 20: Intensidade de coloragdo pela técnica de AB pH 2,5 de acordo com a idade dos cdes em meses.
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Figura 21. Intensidade de coloragdo pela técnica de Ninhidrina-Schiff de acordo com a idade dos cdes em

meses.

De Klerk (1983) encontrou que determinadas
mucossubstancias como sulfato de
condroitina, estdo presentes em maiores
concentracdes de prostatas com HPB. O autor
sugere ainda, um intima relagdo entre a
matriz extracelular e a secrecdo epitelial ou
seja, a secrecao € influenciada por hormoénios,
GFs e mucossubstancias. No presente
trabalho, foi observado que a intensidade das
secrecoes aumentam quando a glandula
apresenta patologias. A intensidade de
coloragdo das secregdes por PAS, PAS-a, AB
pH 2,5 e Ninhidrina-Schiff apresentaram
correlacdo de Sperman positiva sendo, os
maiores scores na presenca da patologia
HPB associada a prostatite quando
comparadas a prostatas normais, prostatas
com HPB e com prostatite somente. O teste
de Kruskal-Wallis também se mostrou

significativo  estatisticamente  para a
intensidade de coloracdo de PAS, PAS-a e
ninhidrina-Schiff e presenga da patologia
HPB associada a prostatite.

Mucossubstancias acidas sulfatadas coradas
com AB pH 0,4 como o sulfato de heparina
apresentaram tendéncia a diminuir a
intensidade de secrecdo quando a prostata
apresenta-se com HPB associada a prostatite.
Figura 22, 23, 24, 25 e 26 mostram a
intensidade de coloracdo onde a cor azul
indica prostatas normais, o vermelho as com
HBP, o amarelo com prostatite ¢ o verde as
com HPB associado a prostatite.

A tabela 15 sumariza os niveis de

significancia (P) e coeficiente de correlagao
(r) segundo Sperman e Kruskall-wallis.
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Tabela 15. Niveis de significAncia (P) e coeficiente de correlacio (r) entre intensidade média de
coloracio e presenca de patologias.

P e r/ correlacao PAS x Patol PAS-axPatol AB 0,4 xPatol AB2,5x Patol Ninh x Patol

P (Sperman) 0,0397 0,0003 0,4 0,0089 0,0105
P (Kruskall-Wallis) 0,006 0,0002 0,07 0,06 0,004
r (Sperman) 0,43 0,43 0,09 0,32 0,31

Patologias X PAS

100% —

80%

60% —

@ Intenso
OModerado
B Fracamente
B N&o corou

40%

20%

0%
Normal Prostatite HPB Mista
Patologias

Figura 22.Correlagdo entre intensidade média de coloragao pelo PAS X patologias.
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Patologias X PAS-a

B Intenso
OModerado
B Fracamente
B N&o corou

Normal Prostatite HPB Mista
Patologias

Figura 23. Correlagdo entre intensidade média de coloragdo pelo PAS-a X patologias.

Patologias x AB 2,5

B Intenso
OModerado
B Fracamente
@ Nao corou

Normal Prostatite HPB Mista
Patologias

Figura 24. Correlagao entre intensidade média de coloragdo pelo AB pH 2,5 X patologias.
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Figura 25. Correlagdo entre intensidade média de coloragdo pela Ninhidrina-Schiff X patologias.

Patologias x AB 0,4

B Intenso
OModerado
B Fracamente

B N&o corou

Normal Prostatite HPB Mista
Patologias

Figura 26. Correlagdo entre intensidade média de coloragdo pelo AB pH 0,4 X patologias.
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Segundo Orgad (1984) e Iida (1997), no
homem as mucossubstancias acidas sulfato de
condroitina e sulfato de dermatan estdo
envolvidas nos processos proliferativos da
HPB e nas neoplasias prostaticas enquanto o
sulfato de heparina (HS) sofre uma
diminui¢do nos processos proliferativos da
prostata. Para De Klerk (1983), essa
diminui¢do da secrecdo de HS relaciona-se
especialmente com fatores de crescimento
envolvidos na angiogénese e o autor
acrescenta ainda que a dessulfatagdo do HS
pode estar relacionada com 0
desenvolvimento de cancer prostatico. Niveis
mais baixos de HS foram encontrados em
prostatas com cancer em relagdo as prostatas
normais. Considerando que, as
mucossubstancias da  prostata humana
exercem fungdo semelhante na prostata
canina, € aceitavel a maior intensidade de
secrecdo mucinas neutras e ricas em radicais
NH, nos animais adultos ¢ diminui¢do das
acidas sulfatadas como o sulfato de heparina
nos velhos. Ainda foram encontrados,
condroitina, sulfato de heparina ¢ acido
hialurénico no estroma de prostatas humanas.

O acido sialico segundo Aumuller (1979),
Orgad (1984) e Lagow (1999) tem
concentracdes mais elevadas em tecidos com
processos inflamatdrios e neoplasicos. Esses
fatos reforcam a hipdtese que, os processos
proliferativos e de modificacdo celular, sdo
influenciados por mucossubstancias,
especialmete as sialomucinas e fatores de
crescimento. Dessa forma, o grupo que
apresenta maior nimero de animais com HPB
e HPB associada a prostatite também
apresenta maior intensidade de
mucossubstancias carboxiladas.

As mucossubstancias acidas caboxiladas,
ricas em dacido sidlico, apresentaram um
aumento estatisticamente significativo nos
animais velhos em relacdo aos jovens, fato tal

esta correlacionado com o aparecimento de
patologias prostatica em animais adultos e
velhos.

4.5 Comentarios finais

E limitado o conhecimento sobre o
mecanismo das afec¢des de prostatas de caes
ndo s6 do ponto de vista cientifico como
efeito sobre a fertilidade em caes.

A ocorréncia de lesdes prostaticas como a
HPB, a prostatite ou a associa¢do de ambas ¢
bastante elevada. Os resultados da presente
pesquisa, levam a supor uma freqiiéncia
elevada de transtornos organicos ligados a
fertilidade em cdes afetados de lesdes
prostaticas. Tanto assim que dos 67 caes
estudados 79% revelaram-se portadores de
alteracdes prostaticas. A possibilidade e
ocorréncia de lesdes da prostata de cdes em
qualquer idade ficou clara nos resultados dos
exames histopatologicos obtidos na presente
pesquisa.

A alta freqiiéncia de alteragdes prostaticas em
cdes velhos ndo causa surpresa dado o
intervalo etario pertinente (Thrall et al., 1984,
Cowan et al., 1991, Krawiec, 1994 e Peter et
al., 1995). Também os animais adultos de trés
a seis anos apresentam alto indice de lesdes
prostaticas. Esta constatagdo ¢ importante,
porquanto se espera que na referida faixa
etaria o cdo deveria manifestar o maximo de
sua vitalidade, reunindo condigdes favoraveis
a reprodugao.

Em funcao da idade, a secrecao prostatica se
apresenta mais ativa no grupo de animais
adultos (Gobello, 2002) e conseqiientemente
0 aparecimento das alteragdes
histopatologicas surgem da transicdo do
processo fisiologico para o patologico.
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Segundo Theyer el al. (1992), Billis (1997) e
Nickel (1997), o extravasamento dessas
secrecOes além de induzir a proliferagao do
estroma também induz ao infiltrado
inflamatorio linfohistioplasmocitario que no
cdo, apresenta-se na forma de um Hiperplasia
Prostatica Benigna associada a Prostatite sem
proliferagdo dos outros componentes do
estroma, como na espécie humana.

O estudo das mucossubstancias da prostata do
cdo podem contribuir significativamente no
conhecimento da relagcdo epitélio-estroma e
conseqiientemente dos processos da HPB no
homem, uma vez que no cdo, apenas o
epitélio € o componente que prolifera.

Outro fator relevante no reconhecimento das
mucossubstancias presentes na prostata
canina se refere a sobrevida do
espermatozoide no trato genital masculino,
pois esta € a unica glandula acessoéria do cdo
que secreta todas substdncias importantes
para ocorréncia da viabilidade espermatica,
reagdo acrossomica ¢ fecundacdo. Assim, ¢
importante =~ o  conhecimento dessas
mucossubstancias para aprimoramento das
técnicas de armazenamento de sémen e
inseminacdo  artificial nessa  espécie
ampliando assim os recursos na reproducio
canina assistida.

5. CONCLUSOES

O presente estudo, baseado nos resultados
obtidos, permite concluir que:

1- A producdo de secregdo inicia-se a partir
dos 10 meses de idade e atinge 0 maximo nos
caes adultos. Ocorre decréscimo das
substancias acidas sulfatadas, ricas em éster
sulfato, nos animais velhos. A secrecdo de
mucossubstancias neutras com ou sem
digestdo prévia pela amilase ¢ crescente nos

jovens para os adultos e velhos. A secrecdo
de mucossubstancias 4cidas carboxiladas
ricas em 4acido sidlico importante mucina
encontrada nos processos inflamatorios e
neopldsicos, e substdncias protéicas com
radiais NH, tem o maximo nos caes entre trés
a seis anos.

r

2- O padrdo de secrecdo ¢ mais intenso na
faixa etaria dos trés ao seis anos coincidindo
com o momento de maior atividade
reprodutiva do cao.

3- A prostata de cdes apresenta secrecao
composta predominantemente de proteinas
ricas em radicais NH,, mucossubstincias
neutras, glicogénio, mucossubstancias acidas
carboxiladas e acidas sulfatadas.

4- A hiperplasia prostastica benigna
associada a prostatite com infiltrado
linfohistiplasmocitario, foi encontrada em
46% dos animais estudados e corresponde a
58% dos casos de alteracdes histopatologicas.

5- A secreg¢do de glicogénio ¢ mais intensa
entre os jovens diminuindo sua intensidade
nos adultos e velhos.

6- Com o avangar da idade, a intensidade de
secrecdo das mucossubstancias neutras, ricas
em radicais NH, e acidas ndo sulfatadas,
aumenta associada ao aparecimento de
patologias, sendo que, a intensidade maxima
ocorre quando as prostatas apresentam
alterag¢do histopatoldgica do tipo Hiperplasia
Prostatica Benigna associada a Prostatite ou
“Complexo hiperplasia prostatica benigna-
prostatite”.
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7. Anexos

Tabela 1. Relaciio dos animais segundo a raca, idade e diagnéstico clinico.

No | Raga Idade Diagnéstico clinico

1 SRD 2 anos Leishmaniose

3 Fila 2 anos Babesiose

18 Cocker 4 meses GEH

20 | Fila 2 anos Leishmaniose

25 Pastor 1,5 anos Crises convulsivas constantes
29 | Pequinés 2 meses Verminose

32 SRD 2 meses Cinomose

38 Basset Hound 1,5 anos Leishmaniose

40 | Poodle 4 meses Cinomose

43 SRD 2,5 anos Leishmaniose

44 SRD 2 anos Leishnamiose

48 SRD 2 anos Cinomose

54 | Rottweiler 2 anos Cinomose

56 SRD 2 anos Leishmaniose

57 | Poodle 2 anos Traumatismo por atropelamento
58 | Dogue Alemdo 2 anos Babesiose e leishmaniose
62 SRD 2 anos Leishmaniose

65 Poodle 2 anos Miiase anal

69 | Pit Bull 10 meses Babesiose

70 | Poodle 2 anos Cinomose
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Tabela 2. Relaciio dos animais segundo a raca, idade e diagnéstico clinico.

No | Raga Idade Diagnostico clinico

7 SRD 7 anos Dermatite cronica

8 SRD 4 anos Leishmaniose

15 Pastor Alemao 3 anos Babesiose e leishmaniose
19 | Fila 6 anos Neoplasia no pescoco

26 | Cocker Spaniel 7 anos Babesiose e leishmaniose
35 SRD 4,5 anos Babesiose

36 Poodle 3 anos Leishmaniose

37 Poodle 3,5 anos Leishmaniose

42 Pastor 7 anos Leishmaniose

50 Teckel 5 anos Lesao medular

51 SRD 4 anos Traumatismo por atropelamento
52 SRD 4 anos Leismaniose

53 | Poodle 4 anos Traumatismo por queda
60 Poodle 3 anos Cinomose

61 SRD 3 anos Cinomose

63 Boxer 3 anos Leishmaniose

64 SRD 5 anos Leihsmaniose

66 Pastor 6 anos Infarto do miocardio

67 Pinscher 4 anos Leihsmaniose

68 SRD 6 anos Babesiose

72 Pastor 7 anos Leishmaniose

75 | Fox paulistinha 3 anos Cinomose

76 Colie 3,5 anos Leishmaniose

78 Rottweiler 5 anos Leismaniose

79 | Basset Teckel 5 anos Traumatismo por queda
80 | Poodle 6,5 anos Leishmaniose

81 SRD 7 anos Babesiose

82 SRD 3 anos Sarna

83 | Doberman 4,5 anos Neoplasia cutdnea
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Tabela 3 Relacido dos animais segundo a raca, idade e diagnéstico clinico.

No | Raga Idade Diagnostico clinico

4 SRD 14 anos Parada cardio-respiratoria

5 Wipet 12 anos Neoplasia

11 SRD 17 anos Miiase generalizada

13 | Dogue Alemao 10 anos osteossarcoma

28 | Pastor belga 8 anos Sertolioma e neoplasia cutanea
30 | SRD 12 anos Neoplasia de mama

31 Poodle 12 anos Intoxicagdo por chumbinho
39 | SRD 8 anos Leishmaniose

41 SRD 12 anos Velhice e caquexia

45 SRD 8 anos Leishmaniose

46 | Poodle 12 anos Velhice e caquexia

47 | Doberman 10 anos Leishmaniose

49 | Poodle 15 anos Crises convulsivas constantes
55 SRD 10 anos Leishmaniose

71 Doberman 12 anos Osteossarcoma

73 SRD 8 anos Neoplasia no pescogo

74 | Pastor 14 anos Neoplasia testicular

77 | Pastor 10 anos Osteossarcoma

84 | Poodle 9 anos Velhice e crises convulsivas
85 | Poodle 10 anos Miiase generalizada
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Tabela 4 Patologias presentes nos animais estudados.

G 1 | Animais idade Patologias
1 29 | 2 meses Normal
1 32 | 2 meses Normal
1 18 | 4 meses Normal
1 40 | 4 meses Normal
1 69 | 10 meses | Normal
1 25|18 meses | Prostatite
1 38 | 18 meses | Prostatite
1 1|24 meses | Complexo*
1 3|24 meses |Normal
1 20 |24 meses | HPH**
1 44 | 24 meses | Normal
1 48 | 24 meses | Prostatite
1 54 | 24 meses | Prostatite
1 56 | 24 meses | Normal
1 57 | 24 meses | Normal
1 70 | 24 meses | Prostatite
1 58 | 24 meses | Normal
1 62 | 24 meses |HPH
1 65 | 24 meses | Complexo
1 43 | 30 meses | Normal

**HPB: Hiperplasia prostatica benigna
*Complexo: Hiperplasia prostatica benigna associada a prostatite

Animai
G2 s idade Patologias

2 15| 36 meses Complexo
2 36 | 36 meses Complexo
2 60 | 36 meses Complexo
2 61 | 36 meses Complexo
2 63 | 36 meses Normal

2 75 | 36 meses HPB

2 82 | 36 meses Complexo
2 37 | 42 meses HPB

2 76 | 42 meses HPB

2 8 |48 meses Complexo
2 51 |48 meses Prostatite
2 52 | 48 meses Prostatite
2 53 | 48 meses HPB

2 67 | 48 meses HPB

2 35 | 54 meses Complexo
2 59 | 60 meses Normal

2 79 | 60 meses Complexo
2 50 | 60 meses Complexo
2 64 | 60 meses Complexo
2 19 | 72 meses Prostatite
2 66 | 72 meses Complexo
2 68 | 72 meses Complexo
2 80 | 78 meses Complexo
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w

Animais

idade

Patologias

7

84 meses

Complexo

26

84 meses

Prostatite

42

84 meses

Complexo

72

84 meses

Complexo

81

84 meses

Complexo

28

96 meses

Complexo

39

96 meses

HPB

45

96 meses

Prostatite

73

96 meses

Complexo

84

108 meses

HPB

13

120 meses

Complexo

47

120 meses

Complexo

55

120 meses

Prostatite

77

120 meses

Complexo

5

144 meses

Complexo

30

144 meses

Complexo

31

144 meses

Prostatite

4

144 meses

HPB

46

144 meses

Normal

7

144 meses

Complexo

4

168 meses

Complexo

74

168 meses

Complexo

49

180 meses

Complexo

W [ [ [ [ [ [ W [ | [ W [ | |W (W |W[W|W W (wW|w| (w|w

11

204 meses

Complexo

Tabela 5. Média das intensidades de coloragdes para mucossubstincias nos
diferentes grupos.

Grupos/ PAS PAS-a PAS-PAS-a AB 0,4 -AB 2,5 N-S
coloracgoes

Jovens 1,52 1,21 0,31 0,47 1,05
Adultos 2,47 2,26 0,21 0,9 2,27
Velhos 2,61 2,52 0,2 1,75 2,15

1) PAS Acid-Periodic-Schiff

2) PAS-a Acid-Periodic-Schiff com digestiio prévia pela amilase salivar

3) AB 0,4 Alcian Blue pH 0,4
4) AB 2,5 Alcian Blue pH 2,5
5) N-S Ninhidrina Schiff
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