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RESUMO

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) ¢ a afeccdo mais comum da prostata canina, porém, a
comparagdo dos diferentes métodos diagnosticos como o exame de palpagdo retal, citologia, histologia
e imunoistoquimica ¢ pouco estudada nesta espécie, diferentemente do que ocorre no homem. Este
trabalho teve por objetivo estudar, em vinte cdes idosos, as alteragdes cito e histologicas com emprego
de imunomarcadores, na glandula prostatica. Em todas as glandulas observou-se HPB cistica,
associada ou ndo a hiperplasia glandular ou estromal. A imunomarca¢do com citoqueratina (CK)
AE1/AE3 foi relevante em acinos com epitélio adelgacado. A vimentina (VIM) V9 teve expressao
moderada em areas com hiperplasia acentuada do estroma. O toque retal e o lavado prostatico
mostraram ser métodos de auxilio no diagnostico das prostatopatias, sendo indispensavel o uso da
histopatologia para um diagndstico definitivo. O emprego de imunomarcadores teciduais prostaticos
infere que prostatas com HPB demonstram alteragdes metabolicas que respondem a imunomarcagio
em células hiperplasicas.

Palavras-chave: cdo, hiperplasia prostatica benigna, citologia, histologia, imunoistoquimica.
BENIGN PROSTATIC HYPERPLASIA IN DOG: COMPARISON DIAGNOSIS METHODS
ABSTRACT

Benign prostatic hyperplasia (BPH) is the most common illness of the canine prostate, however, the
comparison of different diagnostic methods for BPH as digital rectal examination, cytology, histology
and immunohistochemistry is not widely studied in this specie, unlikely human beings. The purpose of
this study was to evaluate, in twenty old dogs, cytological and histological alterations using
immunostaining in the prostate gland. All the glands showed the presence of cystic BPH, associated or
not with glandular or stromal hyperplasia. The immunostaining with AE1/AE3 cytokeratine was
relevant in alveoli with flat epithelium. V9 vimentine showed to be moderate in areas with a severe
stromal hyperplasia. Rectal palpation and the prostatic washing product compose auxiliary diagnostic
methods for prostatic diseases, being essential the use of histopathology for a conclusive diagnosis.
Prostatic tissue immunomarkers employment infers that the prostate with HPB demonstrate metabolic
changes which react with immunostaining in hyperplasic cells.
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HIPERPLASIA PROSTATIC,A BENIGNA EN EL PERRO : COMPARACION DE LOS
METODOS DE DIAGNOSTICOS

RESUMEN

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) es la afeccion mas comun de la prostata canina, todavia, la
comparacion de los diferentes métodos diagnosticos, como palpacion rectal citologia, histologia e
imunohistoquimica es poco estudiada en los perros, diferente del hombre. Este trabajo tuvo como
objetivo estudiar, en veinte perros ancianos, las alteraciones cito e histologicas con el uso del
imunomarcadores en la glandula prostatica. Todas las glandulas demostraran presencia de HPB cistica
asociadas o no a Hiperplasia glandular o a estromal. La imunomarcacion con citoqueratina AE1/AE3
fue relevante en acinos con epitelio aplastado. La vimentina V9 nieve expresion moderada en areas
con hiperplasia del estromal resaltada. El tacto rectal y el lavado prostatico mostraron ser métodos de
auxilio en el diagnostico de las enfermedades prostaticas, siendo indispensable el uso de la
histopatologia para un diagnodstico definitivo. El uso del imunomarcadores de tejido prostaticos infiere
que prostatas con HPB demuestran alteraciones metabolicas que responden a la imunomarcacion en
células hiperplasicas.

Palabras-clave: perro, hiperplasia prostatica benigna, citologia, histologia e imunohistoquimica.

INTRODUCAO

A prostata é a unica glandula sexual acessoria do cdo (MURASHIMA JUNIOR, 2001), sendo
composta de elementos glandulares e estromais envolvidos por uma capsula fibromuscular espessa
(VANNUCCHTI et al., 1997).

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) ¢ a alteracdo mais comum, cerca de 100% dos caes
ndo castrados desenvolvem evidéncias histologicas de hiperplasia com o avangar da idade
(MAHAPOKALI et al., 2000; CURY et al. 2006).

No cdo dois padroes histologicos sdo identificados: a hiperplasia prostatica glandular (HPg) e
a hiperplasia prostatica cistica (HPc). HPg caracteriza-se histologicamente por aumento simétrico da
prostata, onde apenas células secretoras sdo proliferativas e o epitélio hipertréfico e hiperplédsico
projeta-se em direcdo ao limem (DeKLERK et al., 1979). A HPc caracteriza-se pela presenga de
epitélio do tipo clbico, com formacdo de grandes cavidades e aumento na relagdo estroma/epitélio,
com areas de hiperplasia glandular intercaladas com focos de atrofia (DeKLERK et al., 1979; BLACK
et al., 1998). Laufer-Amorim (2001) descreveu a hiperplasia estromal, caracterizada pela proliferagao
do estroma fibroso ou muscular, associada, com freqiiéncia, a atrofia glandular e infiltrado
inflamatdério mononuclear.

O diagnostico definitivo da HPB ¢é realizado por meio de exame histoldégico (MUZZI et al.,
1999). No entanto, o toque retal pode sugerir o aumento da glandula, representando um alerta para a
investigacdo de doencas prostaticas (ANTUNES et al., 2006). No cdo, a citologia é uma técnica
utilizada na avaliagdo prostatica e possui vantagens devido a rapidez na obtenc¢do de diagndstico,
muito embora ndo permita a analise da arquitetura tecidual como na histologia (TVEDTEN, 1994).

A imunoistoquimica ¢ um método diagnodstico importante para a investigagdo de doengas
prostaticas (ARAUJO-FILHO et al., 2006), pois combina técnicas anatomicas, imunoldgicas e
bioquimicas que permite localizar componentes tissulares “in situ” mediante o emprego de anticorpos
especificos € moléculas marcadoras (DI SANTIS, 2003). A expressdo de citoqueratinas e vimentinas
foi demonstrada em células prostaticas normais e neoplasicas humanas. Sdo poucos os trabalhos com a
expressao destes filamentos de proteina na prostata canina (COLLINS et al., 2001; GRIECO et al.,
2003).

Este tema merece mais atengdo no que diz respeito a utilizacdo dos imunomarcadores no
tecido prostatico, com sua quantificacdo, a fim de se inferir sobre suas funcdes fisiologicas na HPB do
cdo (SOUZA e TONIOLLO, 2001). O objetivo deste trabalho foi comparar os métodos de diagnostico
clinicos, citologicos, histologicos e imunoistoquimicos na HPB do cdo, bem como analisar os
diferentes padrdes morfologicos referentes a esta afecgao.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados vinte cdes machos ndo-castrados, com idade superior a cinco anos,
determinada pela verificagdo do desgaste dentario, cedidos pelo Centro de Controle de Zoonoses
(CCZ) da cidade de Aracatuba. O trabalho foi desenvolvido pelo servico de Patologia Veterinaria,
Curso de Medicina Veterinaria -UNESP, campus de Aragatuba.

Todas as avaliagdes morfologicas e semiologicas foram realizadas por dois analisadores
independentes.

Avaliagdo semioldgica da préstata foi realizada de forma semi-quantitativa por palpacdo trans-
retal e abdominal simultineas, observando-se tamanho (normal, aumentado ou diminuido), simetria ou
assimetria, consisténcia (normal ou alterada) e mobilidade (normal ou alterada).

Para a citologia, o material foi obtido por meio de lavado prostatico com auxilio de sondagem
uretral concomitante & massagem prostatica por palpagdo abdominal e toque trans-retal. O lavado
obtido foi corado com Panotico rapido para observagao de células inflamatorias, bactérias, hemacias e
espermatozoides, quantificados por presenga ou ausé€ncia. A morfologia citologica foi avaliada pela
coloragdo de Papanicolau, observando-se alteragcdes nucleares como figuras de mitose, anisocariose,
nucléolos em numero aumentado ou intensamente visiveis ou alteragdo na relagdo nucleo/citoplasma.
As alteragdes morfoldgicas foram avaliadas conforme a normalidade ou alteragao do padrdo celular. A
quantidade de células no lavado (em média, vinte por campo) foi demonstrada pelo seguinte escore de
0 = ausente; 1 = discreta; 2 = moderada e 3 = intensa.

Foram colhidas seis amostras da glandula prostatica de cada um dos vinte caes avaliados, por
excisdo com bisturi em forma de cunha do tecido prostatico, para a realizagdo do exame
histopatoldgico e posteriormente, processadas pelos métodos rotineiros para coloragdo em
hematoxilina-eosina (HE). Os fragmentos foram obtidos eqiiidistantes entre si, trés em cada lobo
glandular, estendendo-se do polo cranial ao caudal. As alteragdes observadas permitiram classificar o
tipo de hiperplasia prostatica (HP), além de cistos, dilatagdo e destruicdo glandular e atrofia. Estas
alteragdes foram quantificadas pelo escore: 0 = ausente; 1 = discreta; 2 = moderada e 3 = intensa.
Quanto ao infiltrado inflamatério avaliou-se a sua presenca ou auséncia, sendo a distribuicdo
classificada como focal, multifocal ou difusa; a localizacdo considerada intersticial ou intra-acinar e a
celularidade qualificada em mononuclear ou polimorfonuclear.

Para o estudo imunoistoquimico foram utilizados o anticorpo monoclonal citoqueratina
AE1/AE3 (monoclonal antibody cytokeratin AE1/AE3 — Zymed, San Francisco, USA) (dilui¢dao de
1:300) e o anticorpo contra a vimentina (monoclonal antibody vimentin V9 - Sigma Chemical
Company, St Louis, USA) (diluicdo de 1:400), para avaliar o padrdo de imunomarcacdo das células
acinares secretoras e basais, além das estromais nas glandulas com HPB. O controle positivo usado
para a reacdo imunoistoquimica foi realizado a partir de fragmentos de glandulas prostaticas de caes
acima de cinco anos e ausentes de alteragdes morfologicas previamente realizada pelo setor de
patologia desta faculdade. Inicialmente realizou-se a desparafinizagdo em xilol. Para hidratacao,
utilizou-se alcool absoluto, 95% e 85%, seguida de lavagem em agua corrente e destilada por 10
minutos. A recuperag@o antigénica pelo calor foi realizada em microondas com solugdo de citrato 10
mM / pH 6.0 ajustado em medidor de pH com hidroxido de soédio (2,1 g de acido citrico
monohidratada diluidos em 1000 mL de 4gua destilada) em duas passagens, resfriando em temperatura
ambiente. Ato continuo, as laminas foram lavadas em agua corrente. Para o bloqueio da peroxidade
endogena usou-se solugdo de 100 mL de agua oxigenada (20V) diluida em 100 mL de metanol durante
30 minutos, com lavagem subseqiiente em agua corrente.

Os cortes foram incubados com anticorpos primérios por 18 horas a uma temperatura de 4°C.
Depois foram incubados em estufa a 37°C por 120 minutos e entdo as laminas foram lavadas em
solucdo tampao PBS. As laminas foram incubadas com “kit” LSAB (K 0690 — Dako Corporation,
California, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante e, em seguida, fez-se a passagem em
solucdo tampao TRIS (pH 7,4) por 10 minutos. Ato continuo, a revelacdo foi conduzida utilizando-se
o cromogeno 3’3 diaminobenzidina (DAB), com sucessivas lavagens em solugdo tampao TRIS por 5
minutos, em agua corrente por 10 minutos e, por fim, agua destilada por 5 minutos. Em seguida, foi
realizada a contra-coloracdo com hematoxilina de Meyer (K 34466, Dako Corporation, California,
USA), 5 mL por lamina e lavagem em agua destilada. As laminas foram desidratadas em lavagens
decrescentes de alcoois e, posteriormente, montadas em resina sintética. Foi utilizado o escore: 0 =
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marcagao ausente, 1 = marcagdo positiva em menos de 30% das células; 2 = marcagao positiva em 30
a 70% das células e 3 = marcacdo positiva em mais de 70% das células, seguindo o critério de
contagem de 100 células em 5 campos.

Para a andlise estatistica foi empregado o teste exato de Fisher para verificar a associagdo
entre variaveis dos achados da palpagdo retal, da citologia, da histologia e imunoistoquimica. Foi
considerado o nivel de significancia de 5%. A analise estatistica foi efetuada empregando-se o
programa SAS (Statistical Analysis System).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de aumento de volume prostatico (Figura 1) em todos os cides, observada pela
palpacdo retal, foi condizente com a presenca de HPB, sendo que este aumento resulta da proliferagdo
de tecido epitelial e estromal, com incremento no nimero e tamanho das células epiteliais (DI
SANTIS, 2003). A assimetria foi demonstrada em 25% dos animais analisados que apresentavam
concomitantemente nodulagdes de consisténcia flutuante a firme. A presencga de alteragdes de simetria
ou consisténcia sempre esteve relacionada ao tamanho glandular aumentado na HPB. Todos os
animais avaliados apresentaram mobilidade glandular normal pelo exame de toque retal, de acordo
com Barsanti e Finco (1992).

Pela andlise citologica, oito animais apresentaram alteragdes condizentes com HPB
demonstrada pela intensa quantidade de células prostaticas indicando hiperplasia (40% das amostras),
e pela presenca de células hipertroficas em 45% das laminas analisadas. Destes, cinco apresentaram
associacdo entre o aumento no numero de células e a hipertrofia celular. A literatura veterinaria
apresenta dados controversos quanto a ocorréncia de hiperplasia e hipertrofia na prostata de caes com
HPB. No entanto, Barsanti (1999) sugere que ambas estdo presentes, no que se refere as células
epiteliais, embora a proliferacdo seja sempre mais evidente. A citologia mostra-se util como exame
complementar para o diagnostico de prostatopatias, devido a rapidez na obtencdo de diagnostico,
porém ¢ imprescindivel que os achados sejam comparados aos do exame histopatologico (PERMAN
et al,, 1979). O mesmo foi confirmado pelo presente trabalho, pois mesmo sem a necessaria
visualizagdo de hiperplasia no material obtido pelo lavado, os resultados dos exames histopatologicos
demonstraram a presenca de HPB em 100% dos animais estudados. Da mesma forma, a presenca de
células inflamatodrias no fluido prostatico ndo correspondeu ao nimero de glandulas que apresentaram
infiltrado inflamatério intersticial. Nao foram observadas alteracdes nucleares pelo exame de
Papanicolau o que indica a auséncia de alteracdes displasicas e neoplasicas confirmada pela
histopatologia, corroborando com o descrito por Raskin e Meyer (2003).

Em sete amostras (35%) obtidas pelo lavado prostatico havia leucécitos polimorfonucleares e,
dentre elas, somente em um cdo ocorreu associacdo com mononucleares, demonstrando ser baixa a
possibilidade de encontrar células mononucleares no lavado prostatico em casos de prostatite cronica,
devido a localizagdo intersticial da inflamagao. Justifica-se, desta forma, por que ndo houve correlagao
estatistica entre estas duas variaveis, no presente trabalho. Ladds (1993) e Laufer-Amorim (2001)
afirmaram que a cronicidade ¢ caracterizada por agregados de linfocitos, plasmocitos e macroéfagos no
estroma fibromuscular.

No presente estudo, os resultados histopatologicos demonstraram que 100% das amostras
apresentaram algum dos trés tipos de hiperplasia, em concordancia com os relatos de Mahapokai et al.
(2000) e Cury et al. (2006). As alteragdes observadas permitiram classificar o tipo de hiperplasia
prostatica (HP) em: 1) hiperplasia prostatica cistica (HPc), 2) hiperplasia prostatica glandular (HPg) e
3) hiperplasia prostatica estromal (HPe). A hiperplasia prostatica, estando isolada ou em associagdo
em uma mesma glandula foi descrita por Di Santis (2003). Este autor sugeriu que, uma vez instalada
uma lesdo, a prostata se torna susceptivel a outras alteracdes subseqiientes como processos
inflamatdrios ou infecciosos. De forma semelhante, as alteragdes hiperplasicas encontradas foram:
100% de HPc, 60% de HPg e 45% de Hpe. A HPc foi observada em todas as glandulas analisadas
(Figura 2) e esteve presente isoladamente em 25% dos casos. A associacdo de HPc e HPg foi
observada em 30%, HPc e Hpe em 15% e a combinag@o dos trés tipos de hiperplasia foi demonstrada
em 30% das amostras analisadas (Quadro 1). Houve correlagdo estatistica (p = 0,0207) entre o escore
3 do exame citologico e o diagnostico de HPg, demonstrando que para esta alteracdo, o exame
citologico do lavado prostatico ¢ um importante método diagndstico. A histopatologia das glandulas
com HPc evidenciou, no presente trabalho, adelgagamento do epitélio luminal quando da presenca de
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acinos cisticos. Em 95% das amostras foram encontrados cistos associados a hiperplasia e distribuidos
por todo o parénquima glandular apresentando didmetros variaveis. Estes achados corroboram os
descritos por Black et al. (1998); Johnston et al. (2000); Di Santis (2003), que caracterizam a
hiperplasia cistica pela presenca de epitélio hiperplasico do tipo ctbico, com formagdo de grandes
cavidades com frequente observa¢do de &cinos dilatados, cisticos e preenchidos por material
eosinofilico. Como este tipo de hiperplasia ¢ a de maior freqii€ncia em cées acima de cinco anos,
pontua-se que as alteragdes hiperplasicas devem se iniciar aos 2,5 anos de idade como HPg e
evoluirem para HPc como descrito por Vannucchi et al. (1997).

QUADRO 1. Associacdo dos tipos de hiperplasia prostaticas diagnosticadas pelo exame de
histopatologia.

CAO HPC HPG HPE
1 3 2 0
2 3 2 2
3 3 3 0
4 1 1 3
5 3 1 1
6 3 1 2
7 2 0 1
8 2 1 0
9 2 1 0
10 3 0 3
11 3 1 1
12 2 0 0
13 3 0 0
14 2 0 0
15 3 0 0
16 1 0 0
17 1 0 1
18 3 2 0
19 2 1 3
20 3 1 0

A atrofia da glandula prostatica foi observada em 20% das amostras. Estes achados estdo de
acordo com os relatos de Ladds (1993) e Laufer-Amorim (2001) que descreveram a presenga da
atrofia glandular associada a inflamagdo da prostata e HPB. A dilatagdo glandular foi evidenciada em
100% das amostras e em 80% dos animais houve destrui¢do do parénquima em varios graus devido ao
processo inflamatoério instalado, concordando com Metten (1978 apud DI SANTIS, 2003). O infiltrado
inflamatério intersticial mononuclear (Figura 3) foi observado em 85% das glandulas prostaticas
analisadas, apresentando-se difuso na maioria dos casos, confirmando a sua alta incidéncia em caes
(KRAWIEC, 1994). Corroborando com Barsanti (1999) e Sessions ¢ Barsanti (2004), a evidéncia de
inflamag@o cronica branda é comum em HPB. No presente estudo, 62,5% das amostras apresentaram
infiltrado intersticial mononuclear moderado a intenso associado a atrofia do epitélio glandular,
dilatagdes glandulares, cistos e destrui¢do glandular. Segundo Di Santis (2003), estes achados sdo
compativeis com prostatite cronica. A auséncia de correlagdo entre os achados de infiltrado intra-
acinar (5,88%) e o encontro de células inflamatdrias na citologia do lavado (35%), ¢ explicado pela
ocorréncia de infec¢do de vias urinarias inferiores. Estes animais estavam debilitados, o que pode ter
contaminado as amostras durante a colheita, como descreveu Barsanti, (1998).

Na avaliag¢do imunoistoquimica, de acordo com Wernet e Seitz (1987) e Grieco et al. (2003), o
anticorpo CK AEI/AE3 pode marcar o epitélio secretorio e células basais de glandulas e ductos
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prostaticos normais. Neste trabalho, a avaliagdo imunoistoquimica utilizando este mesmo
imunomarcador foi positiva em 100% das glandulas, marcando predominantemente, com classificagcdo
de escore 1, células epiteliais luminais achatadas presentes na maioria dos acinos dilatados (Figura 4)
indicando que estas células sofrem alteragoes metabolicas com aumento de atividade proliferativa e
morfologicas de achatamento, importantes no desenvolvimento da hiperplasia quando se observava a
formacdo de cistos. Nao houve imunomarcacdo em células basais normais ou hiperplasicas e rara
marcagao do epitélio colunar normal, contrariando os relatos dos autores citados acima. Nao houve
marcacao de células estromais, concordando com Wernet e Seitz (1987); Grieco et al. (2003).

Wernert e Seitz (1987) afirmam que o epitélio secretorio da glandula prostatica normal e com
hiperplasia expressam a vimentina nas regides basais do citoplasma, e que células basais normais ou
hiperpléasicas ndo expressam. Neste trabalho ndo houve expressao deste anticorpo no epitélio secretor
normal ou hiperplésico e, no entanto, o epitélio basal normal demonstrou imunomarcacao em 10% dos
casos. Ao contrario, em 65% das amostras, com o escore variando entre 1, 2 e¢ 3, observou-se a
positividade por este imunomarcador em células basais de acinos acentuadamente cisticos (Figura 5),
cujo epitélio luminal encontrava-se extremamente adelgacado ou em locais onde havia intensa
proliferagdo do epitélio secretorio, concordando com Heatley et al. (1995) e Fraga et al. (1998). A
diferenca na expressdo da vimentina entre o epitélio normal e o hiperplasico pode ser relacionada com
a atividade proliferativa dos dois tecidos. O aumento na expressdao da vimentina no epitélio da HPB ¢
relativo ao alto grau de atividade mitética, comparada com o epitélio normal (FRAGA et al., 1998).
De Marzo et al. (1999) demonstraram, utilizando estudos imunoistoquimicos, que ha uma maior taxa
de proliferacdo no epitélio basal em prostatas normais, o que reforca a hipotese de serem precursoras
do epitélio secretorio e de funcionarem como “stem cells” (DE MARZO, 1999).

Neste estudo, utilizando o anticorpo contra vimentina, as células estromais demonstraram
100% de imunomarcacdo corroborando Grieco et al. (2003), que descreveram a expressdo da
vimentina clone V9 apenas em fibroblastos estromais e células endoteliais prostaticas. A
imunomarcagdo foi intensa em regides onde havia proliferacdo estromal, incluindo os vasos
sangliineos e fibroblastos, havendo associagdo positiva (p = 0,0450), entre HPe ¢ a marcagdo com
VIM V9.

FIGURA 1. Fotomacrografia de glandula prostatica com volume glandular aumentado.
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FIGURA 2. Fotomicrografia de prostata canina. HP cistica com epitélio luminal adelgacado (seta)
HE. Objetiva 40x .

FIGURA 3. Fotomicrografia de prostata canina. Infiltrado inflamatério mononuclear intersticial
intenso (seta) HE. Objetiva 100x.
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FIGURA 4. Fotomicrografia de prostata canina. Imunomarca¢do com anticorpo monoclonal CK
AE1/AE3 no epitélio achatado em acinos dilatados (seta). Objetiva 100x. LSAB.
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FIGURA 5. Fotomicrografia de prostata canina. Imunomarcagdo evidenciando a expressdao da VIM
V9 em células basais de epitélio de acinos cistico (seta). Objetiva 100x). LSAB.

CONCLUSOES

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

Nao houve associagdo entre os exames histopatoldgicos e citologicos, de tal forma que a
utilizagdo do lavado prostatico, como método diagnoéstico para a hiperplasia prostatica benigna no cao
ndo ¢ indicado, quando utilizado de forma isolada.

A associacdo dos trés tipos de hiperplasia prostatica em uma mesma glandula foi mais
freqiiente que o aparecimento isolado da hiperplasia, o que ressalta a necessidade da utilizacdo de mais
de um método diagnostico para as amostras das glandulas prostaticas.

As alteragdes mais freqiientemente encontradas na prostata canina de animais acima de cinco
anos de idade foram hiperplasia prostatica cistica e prostatite cronica.

A expressdo da vimentina (V9) em células epiteliais basais localizadas sob células luminais
adelgacadas de acinos cisticos, indica intensa atividade celular e confere a este epitélio basal a fungio
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de provavel provedor de células epiteliais secretoras.

A imunomarcagdo da CK AEI/AE3 em células do epitélio luminal adelgagado, demonstra
uma alteragdo morfoldgica importante e auxilia na distingdo entre o epitélio prostatico hiperplasico e o
epitélio normal, facilitando, assim, a determinagdo da area glandular afetada pela hiperplasia.
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