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Resumo 9

O Diabetes Mellitus provoca distUrbios reprodutivos levando ao
enfraquecimento da fertilidade por alteragdes morfofuncionais dos testiculos e das
glandulas sexuais acessérias. Contudo, duvidas persistem sobre a biclogia béasica
das células epiteliais da prostata dorsal bem como da giandula de coaguiacéo de
camundongos diabéticos. Assim, o presente trabalho tem como objetivo analisar
as possiveis alteragbes estruturais e ultra-estruturais da préstata dorsal e da
glandula de coagulagéo de camundongos diabéticos induzidos quimicamente pela
aloxana e dos espontaneamente diabéticos (Nod). No presente trabaiho foram
utilizados 16 camundongos da linhagem C57BL/6J, com trés meses de idade e 8
camundongos Nod com cinco meses de idade. Os camundongos foram divididos
em 3 grupos, sendo o grupo | controle e o grupo |l diabético por aloxana e o grupo
Il diabético Nod. Os animais do grupo |l receberam cinco injecdes de aloxana com
as trés primeiras doses de 75mg/kg de peso para cada animal. Os animais do
grupo | e lil receberam apenas injegdes de tampéo citrato (pH 4.4, 0,1M) nas
mesmas condi¢cdes do grupo Il. Apds trinta dias da constatagdo do estado
diabético do grupo Il, todos animais foram sacrificados e fixados in situ por
perfusdo com solugdo de Karnovsky através do ventriculo cardiaco esquerdo. A
seguir, a prostata dorsal e a glandula de coagulagdo foram retiradas e
processadas para estudos estrutural e ultra-estrutural e analise morfometrica. Nos

resultados histolégicos observou-se: espessamento do estroma, mucosa pouco
pregueada, atrofia do epitélio secretor. Ultra-estruturalimente verificou-se:
involugdo das cisternas do reticulo endoplasmatico granular, desorganizacéo das
cisternas do aparelho de Golgi e vacuolizago do citoplasma celular. Com base
nos resultados, podemos concluir que tanto a prostata dorsal come a glandula de
coagulacdo sofreram drasticas alteracbes morfololgicas, principalmente nas
organelas envolvidas no processo secretor frente ao diabetes meliitus do tipo |.



Abstract 10

The Diabetes Mellitus causes alterations of the male reproductive system,
leading a decrease in fertility as a result of morphophysiological alterations of the
testes and accessory sex glands. There are doubts about the basic biology of
epithelial cells from the dorsal prostate as well as from the coagulation gland of
experimental diabetic mice. By this way, the goal of this present work is to analyze
the possible structural and ultrastructural alterations of the dorsal prostate and the
coagulation gland of spontaneous diabetic mice (Nod) and the alloxan chemical
induced ones. At the present work, it was utilized 16 three-months old mice from
the C57BL/8J lineage and 8 five-months old Nod mice. The mice were split into 3
groups, being control the group |, alloxan diabetic mice the group Il and diabetic
Nod mice the group Ill. The animals of group Il got 5 alloxan injections with the
three first doses of 75mg/kg of each animal weight. The animals of group Ili and |
got injections of only citrate buffer (pH 4.4, 0.1M) in the same conditions of group
Il. After thirty days of diabetic state knowledge from group i, all animals were
sacrificed and in situ fixed by Karnovisky solution perfusion through the left
ventricle. Then, the dorsal prostate and the coagulation giand were removed and
processed for structural and ultrastructural studies and morphometric analyses. At
the histological evaluation, it was observed: strome thickness, a few folding
mucous membrane and the atrophy of secretor epithelium. Ultrastructural
evaluation showed: involution of the rough endoplasmatic reticulum cisterns,
disorganization of Golgi apparatus cisterns and celiular cytoplasmatic
vacuolization. Based on this results, we conclude that not only the dorsal prostate
but also the coagulation gland suffered drastic morphological alterations, mainly in
the organelles involved in the secretor process of the group 1 diabetes mellitus.
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Intreducio 12

I - INTRODUGAO

O diabetes € uma doenga tdo antiga quanto a prépria humanidade. Um
documento chamado Ebers, descrito 1500 anos antes de Cristo, faz referéncia a
uma doenga caracterizada por emissao freqlente e abundante de urina. No ano
50 da era crista, o diabetes foi descrito como uma “polidria indolor, com emaciacéo
(emagrecimento) e perigo”. Arateus, médico romano da era cristd, relatou uma
doenca cujos principais sintomas eram eliminagdo copiosa de urina, sede
incontrolavel e emagrecimento, levando a influéncia nociva sobre a bexiga urinaria
e 0s rins. QOutro pesquisador da época notou que a retirada do pancreas
provocava varios sintomas, porém nado correlacionou esses achados com ©
diabetes. A relagdo causal entre o diabetes e pancreas foi caracterizada pela
primeira vez por Cawley em 1788, ao observar a destruicdo do pancreas na
necropsia de um diabético. Em 1869, Langherans descobriu as ilhotas celulares
no tecido pancreatico confundindo-as com ganglios linfaticos. Mas foi Massiglia
em 1912, quem demonstrou que a glicosuria era resultado da destruicg0 dessas
ithotas. Todavia, Banting {apud, Arduino,1962) foi quem descobriu e isolou a
insulina e comprovou que a injegdo desse hormodnio diminuia a taxa de glicose em

caes, submetidos a pancreactomia (Arduino,1962).

O péancreas € uma glandula anficrina, ou seja, tanio de secrecao
exéerina como enddcrina. A porcdo endécrina esta representada por cerca de um
milh&o de unidades celulares microscopicas denominadas ‘llhotas de
Langherans”. As ilhotas sdo agregados de diferentes tipos celulares, das quais
70% estao representadas por células Beta. As células Beta sintetizam e secretam
a insulina estimuladas pela concentracdo de glicose no sangue (Nattras e
Halles,1988). A insulina é um polipeptidio composto por duas cadeias de
aminoacidos. Esse hormonio tem importante papel na regulacic de varias
patologias do metabolismo, incluindo o de carboidrato, armazenamento de
glicogénio, sintese de acidos graxos, transporte de amino&cidos e sintese de
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DNA, RNA e proteinas (Anderson, Suleiman, Garrett, 1994). Todavia, quando as
células Beta deixam de executar suas fungBes, seja por fatores hereditarios ou
relacionados & obesidade, caracteriza-se um quadro patolégico denominado
Diabetes Mellitus (Byrne,1986; Guyton,1986).

Nos seres humanos, duas formas clinicas de diabetes sdo conhecidas:
o diabetes do tipo | (infanto-juvenil) ou Diabetes Mellitus Dependente da Insulina
(IDDM), que resulta em severa ou absoluta falta de insulina, além de grande
tendéncia a cetose e o diabetes do tipo Il (adulto) ou Diabetes Mellitus Nac
Dependente de Insulina (NIDDM) caracterizado por estabilidade e relativa
insensibilidade & insulina, com auséncia de cetoses. A obesidade &€ uma das
caracteristicas marcantes do diabetes tipo il, o qual leva a diminui¢gdo do numero
de receptores de insulina nas células alvo, tornando a quantidade de insulina
ineficiente (Elenberg & Rifkin,1962; Robbins, 1989).

E estimado que o diabetes do tipo | manifesta-se, aproximadamente,
em 10% dos pacientes diabéticos do ocidente (Stefan,1996). Dados recentes
mostram que 7,8% para cada 100 mil habitantes, entre 30 e 65 anos de idade s&o
portadores desse tipo de diabetes (Guia de Vigilancia Epidemioldgica do
Brasil,1998). Nos Estados Unidos, o diabetes é responsavel por 2% dos Obitos
estando entre as dez doencas que mais matam nesse pais. Além disso, e uma
doen¢a que debilita os portadores levando-os a varias complicagbes como:
deficiéncias renais, vasculares, oftalmicas, neurcldgicas e impoténcia sexual e, na
maioria dos casos, leva o individuo ao afastamento das atividades de trabalho
(Stefan,1996).

Apesar do conhecimento das varias complicagdes que os individuos
diabéticos apresentam, pouco se sabe sobre a etiologia dessa doenga e isto se
deve a varios fatores tais como: a idade com que a doenga manifesta-se e a
incidéncia nos diferentes grupos étnicos e geograficos (Creutzfeld, et.al, 1976).
Contudo, vérias tentativas tem sido realizadas para elucidar como, quando, porque
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e quais os efeitos deletérios nos sistemas organicos e se esses podem ser

revertidos através de tratamentos e ou dieta.
Isto posto, a utilizacéo de animais que apresentam o diabetes, tanto por

inducdo quimica ou por espontaneidade € muito comum. Para obteng&o de um
animal diabético por indugdo quimica s&c utilizadas drogas como a
estreptozotocina e a aloxana. Essas, agem diretamente nas células beta do
pancreas provocando nos animais, um estado diabético irreversivel.
(Seethalakshmi, et al, 1987; Saprykina, et al, 1998; Perez, et al 1998, Kovacs, et
al,1998; Palomar-Morales, et al, 1998; Lee, Park, Choi,1999; Yildirim, et al, 1899,
Orie e Anyaegbu,1999; Ravikumar e Anuradha,1999; Avedano, et al,1999). Os
animais utilizados nesses experimentos s&o tanto caes como roedores. Além de
alguns roedores, como o camundongo da linhagem C57BL/Ksj homozigotos
diabéticos (db/db), o Wistar Chinés (Herberg & Coleman,1977) e Nod (diabético
ndoc obeso) (Makino et al.,1980) que apresentam sindrome semelhante ao
diabetes humano tipo Il e |, respectivamente. Tanto os animais tratados como os
espontaneamente diabéticos, apresentam sintomas como: polidipsia, poliuria,
polifagia e emaciac@o, sintomas esses proximos ao diabético humano. Além
desses sintomas, varios autores demonstraram que esses animais manifestam
varias doengas como aterosclerose, retinopatias, nefropatias e distirbios sexuais
(Gomore e Goldner,1943; Fushini et al.,1980; Shunk Mei-Ho, 1950).

Diferentes pesquisadores tém demonsirado que o diabetes provoca
alteracSes no apareiho reprodutor masculino tanto em seres humanos quanto em
animais de laboratério. Frenkel, et al.(1877) e Daubrese, et al.(1978) observaram
distirbios sexuais em pacientes diabéticos, cuja principal evidéncia era a
impoténcia sexual e a diminuicdo da fertilidade. Estudos paralelos com ratos
diabéticos, induzidos pela estreptozotocina demonstraram alteracdes similares nos
orgaos sexuais acessorios desses animais como: diminuicdo do peso, e atrofia do
epitélio secretor. A correlacdo da impoténcia sexual e da infertilidade em
individuos diabéticos foi descrita por Oksanen (1975), que atribuiu essas
mudangas ao desequilibrio no eixo hipotdlamo-hipdfise-gdnadal. No mesmo
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trabalho ele constatou a diminuicdo dos pesos testiculares, da prostata e a
reducio do didmetro do ducto deferente, da fertilidade e da espermatogénese.
Jackson e Hutson (1984) associaram a diminuicdo do peso dos érgdos sexuais
acessérios com redugdo do nivel de testosterona e da gonadotrofina no soro
sanglineo. Paz, et al. (1978) e Seethalakshmi, et al. (1987) observaram
diminuicdo da espermatogénese e da fertilidade acompanhadas por diminuicdo
dos pesos dos 6rgéos sexuais acessorios em ratos diabéticos induzidos pela
estreptozotocina. Fukumoto, et al. (1993) verificaram diminuicdo significativa no
nivel médio de testosterona do plasma sanglineo e no peso prostatico de ratos
diabéticos induzidos pela estreptozotocina. Crowe, et al. (1987) evidenciaram
atrofia do epitélio secretor, do musculo liso, aumento do limen do acino e
diminuico do intersticio da préstata ventral. Cagnon, et al. (2000) verificaram que
o epitélio secretor da préstata ventral de camundongos diabéticos, & microscopia
de luz sofreram marcada atrofia, nicleo ocupando grande parte do citoplasma,
diminuicéo do pregueamento da mucosa e limen do acino com restos celulares
dispersos na secregdo. Ultra-estruturalimente, os mesmos autores caracterizaram
atrofia do citoplasma, dilatagcdo das cisternas do Golgi, acumulos de corpos
densos e vacuolizagdo do citoplasma. Também, existem estudos que atribuiram
os efeitos do diabetes como responsavel pela diminuigdo do numere de receptores
androgénicos nucleares, condicéo esta, que pode estar associada a diminuig&o de
insulina ou aproveitamento da glicose no tecido {Shunk Mei-Ho,1991). Contudo, se
sabe que a manutengdo das células prostaticas de camundongos em meio de
cultura (in-vitro) reagem melhor quando a testosterona e a insulina s&o usados

simultanemente (Lostroh,1971).

A préstata e a glandula de coagulagdo sdo glandulas sexuais
acessorias cujas secregdes tém fundamental importancia no processo reprodutivo
(Price & Williams-Ashmam, 1961; Cavazos,1975; Mann & Lutwuak-Mann,1981).
Enquanto a préstata é encontrada em todas as ordens de mamiferos (Price,1963),
a glandula de coagulacdo esta presente somente em coelhos, ratos, hamsters,

cobaias e macacos (Sjostrand, 1965).
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A prostata € uma glandula sexual acesséria amplamente estudada

devido as diferentes patologias que acometem esse Orgdo. Dentre essas
destacam-se a hiperplasia prostatica benigna e o carcinoma prostatico. Nos
Estados Unidos o cancer de prostata leva a obito aproximadamente 2% da
populacdo. Essa doenca acomete principalmente homens com mais de 60 anos
de idade. Na fase avangada da doenga, ela obstrui o canal da micgcdo e, em

alguns casos, provoca metastase. (Guyton & Hall, 1994).
A prostata humana é freqUentemente descrita como uma glandula

compacta, com forma de “castanha’ pesando aproximadamente 20g. Ela esta
localizada ao redor da uretra, inferiormente & bexiga urinaria. Nela sdo descritas
trés regides glandulares, sendo as zonas periférica, a central e a pré-prostatica
envoltas por uma fina camada fibromuscular (Setchell & Brooks, 1988). A
secrecdo prostatica tem aspecto liquido alcalino composto por &cido citrico, calcio,
fosfatase 4acida e enzimas coaguladoras. Esta composicdo permite aos
espermatozdides condicdes ideais antes e apés a ejaculagdo permitindo o
sucesso na fertilizacdo do ovuio (Huggins & Johanson, 1932; Guyton & Hall,
1994). Nos roedores, a prostata divide-se em trés pares de lobos distintos sendo o
ventral, o lateral e o dorsal de acordo com a localizacgdo ao redor da uretra
prostatica (Jesik, et,al.1982). Esses lobos esté@o conectados a urefra por uma série
de ductos e sdo funcionaimente similares & préstata humana. (Brandes, 1966,
1974: Aumiller, 1979; Jesik, et,al.1982). Nos roedores, a glandula de coagulagao
faz parte do complexo prostatico. Essa glandula localiza-se na concavidade da
vesicula seminal e estd ligada a uretra por um Unico ducto, (Jesik, et,al.1882)
sendo conhecida também como préstata anterior. Embriologicamente € sugerida
homologia entre a glandula de coagulacéo dos roedores € © lobo prostatico médio
no homem (Price, 1963).

O lobo dorsal da prostata de ratos localiza-se dorsalmente & uretra
(Jesik, et,al. 1982). Dentre suas funcbes destacam-se a coagulago do sémen,
através da enzima transglutaminase (Aumiller 1988), secregdo de proteinas
dorsais | e Il (Wilson, 1981) e carbono-anidrase 1l (Harkénen & Vaananen, 1988).
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A microscopia de luz, a prostata dorsal € uma glandula tabulo-alveolar
constituida por acinos envoltos por estroma. O tecido estromal € constituido por
vérics elementos que incluem, terminaces nervosas, vasos sanguineos, fibras
musculares, fibras colagenas, fibras elasticas e fibroblastos (Narbaitz,1975;
Flickinger,1979). O epitélio secretor & simples com células colunares. Os nucleos
das células s30 ovais e localizam-se na regifo central do citoplasma (Jesik,
et,al.1982). Ultra-estruturalmente, as células do lobo dorsal caracterizam-se pela
dilatagdo das cisternas do reticulo endoplasmatico granular no citoplasma basal. O
complexo de Golgi localiza-se na regido apical e & formado por cisternas
achatadas dispostas paralelamente. Lisosomas e varios tipos de corpos residuais
s&0 demonstrados. Vactolos contendo produtos de secrec&o com aspecto fino e
granular encontram-se localizados na zona apical das células. O nicleo € esférico

com cromatina disposta centralmente e nucléolo evidente (Dahl, et,al. 1973).

A glandula coaguladora ou de coagulagdo esta localizada na face
concava de cada vesicula seminal, intimamente aderida a elas por tecido
conjuntivo. O primeiro estudo sobre a morfologia da gléndula de coagulacéo foi
realizado por Walker em 1910 (Cavazos,19795).

Macroscopicamente, a glandula de coagulagéo em cobaias € descrita
como 6rgaos piramidais lobulados de textura frouxa e cor rosada (Vicentinni, et
al.1984). A transglutaminase é o principal enzima secretado por essa glandula
apresentando-se, primariamente, responsavel pela coagulacdo das proteinas da
vesicula seminal e formacio do tampdo copulatdrio na vagina das fémeas apods a
copula (Notides & Willians-Ashaman, 1967; Bradshal & Wolf, 1877), evitando o
refluxo dos espermatozéides.

A microscopia de luz, a gléndula de coagulagdo € formada por tubulos
largos caracterizando os acinos. Cada acino € envolto por tecido conjuntivo e
musculo liso. A mucosa forma extensas pregas. O epitélio secretor é simples com
células colunares altas. O nucleo é oval e localiza-se no centro da célula com
cromatina densa e visivel nuciéolo. O citoplasma é granular e insignificantemente
baséfilo. (Wong & Tse, 1981; Vicentini, et,al. 1984). Ultra-estruturaimente, o epitélio
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da glandula de coagulago é formado por células do tipo colunar entremeadas por

pequenas e eventuais células basais que repousam sobre fina lamina basal. O
ndcleo € oval com o envelope nuclear discretamente denteado localizado no
centro da célula. O citoplasma da célula secretora é caracterizado por extensa
dilatacdo das cisternas do reticulo endoplasmatico granular, contendo material
granular de baixa eletrondensidade. As mitocdndrias distribuem-se uniformemente
por todo citopolasma. O complexo de Golgi é bem desenvolvido na regi@o
supranuclear. Os vaclolos sd@o poucos e contém em seu interior materiais de
baixa elertrondensidade. Eventuais vaclolos digestivos contendo corpos
multivesiculares s&o observados (Wong & Tse,1981). O mecanismo secretor das
células epiteliais da glandula de coagulagdo & apdcrino e o armazenamento
desses produtos sdo realizados por longo pericdo nas cisternas do reticulo
endoplasmatico granular (Brandes, 1966, Hawkins & Geuse,1977).

As glandulas sexuais acessorias masculinas sdo androgeno-
dependentes. Orgdos cuja manutengdo da integridade estrutural e funcional
depende da presenca constante desses hormodnios circulantes. Entretanto, a
deplecdo andrégena seja por fotoperiodicidade, orquidectomia experimental ou
anti-hormonios resulta em draméticas alteragSes metabdlicas, bem como declineo
na atividade secretora, sintese de DNA e RNA e diminuicdo no numero de
receptores androégenos (Renine,1984). A testosterona € o andrégeno circulante
mais importante no homem sendo 95% de origem testicular e os 5% restante
produzido pelas glandulas adrenais (Aumuller & Ceeis,1990) Do total de
testosterona circulante, somente 10% entra nas células prostaticas por transporte
passivo, onde sac transformadas em dihidrotestosterona (DHT). Essa
transformac@o é realizada pelo enzima 5a-redutase através da ativacao dos
receptores androgénicos ligado aoc DNA nuclear. (Prins, 1989, Aumdller &
Seitz,1990). Nos roedores, a enzima Sa-redutase esta presente emtodos os lobos
prostaticos. Entretanto, a inibicdo desse enzima impede a conversédo da
testosterona, na forma ativa que é a dihidrotestosterona (DHT), impedindo a

manutencédo do epitélio sec retor.
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A castracdo é um dos métodos mais utilizados para o entendimeno dos

mecanismos da testosterona, para a manutencéo e funcionamento das glandulas
sexuais acessorias. E conhecido que essa condicdo induz a atrofia da vesicula
seminal, ducto deferente, prostata e glandula de coagulagio.(Martins &
Valle,1938; Martins,1939; Wakade, et al.1975; Sjéstrand & Swendin, 1976), bem
como, mudangas na excitabilidade, sensibilidade e contractibiidade dessas
gléndulas (Picarelii & Valle,1969; Jurkiewisk, et al.,1977; Markus, et al.,1980).
Segundo Shain, et al.(1975) e Prins (1989), em estudos com ratos
castrados, observaram diferentes tipos de receptores androgénicos entre os trés
pares de lobos prostaticos. Além disso, os autores constataram que os receptores
de membrana nuclear dos lobos dorsais e ventrais sdo primariamente regulados
por andrégenos. Para os lobos laterais existe um fator independente da
testosterona, sendo secundariamente regulados por esse hormonio. Cavazos
(1975) descreveu as principais alteragfes celulares apds a diminuicdo dos niveis
de testosterona em ratos castrados sendo esses: atrofia celular, dminuicio da
atividade secretora, formacgéo de lisossomos e desenvolvimento de granulos de

lipofucina.
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Il - OBJETIVO

Apesar do vasto conhecimento dos efeitos do diabetes sobre os
diferentes sistemas organicos, duvidas persistem em relagdo & morfologia
glandulas sexuais acessodrias. Dessa forma, o principal objetivo do presente
estudo foi analisar as possiveis alteragGes estruturais e ultra-estruturais dos
epitélios secretores da prostata dorsal e da glandula de coagulacéo de
camundongos C57BI/6] e NOD frente ao diabetes do tipo 1.
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il - MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho foram utilizados 24 camundongos, sendo 16 da
linhagem C57BL/6J, com 3 meses de idade pesando, em média, 23 gramas e 8 da
linhagem NOD (diabético ndo obeso), com 5 meses de idade pesando, em media,
29 gramas. Os animais foram divididos em 3 grupos: um grugpo controle, um grupo
diabético por aloxana e outro diabético espontaneo, conforme segue abaixo:

Grupo | controle (8 animais)
Grupo li; diabético pela aloxana (8 animais)
Grupo 1il: diabético espontaneo (NOD} (8 animais)

Os animais do grupo |l receberam 5 injegdes, via intraperitonial, de 75mg/kg
de aloxana monohidratada (Sigma Chemicali Company) diluida em tampé&o citrato
a 0,1M e pH4,4, com intervalos de 7dias cada. Os animais dos grupos | e Ill
receberam somente 0,1ml de tampdo citrato a 0,1M e pH 4,4 nas mesmas
condigbes experimentais que os do grupo diabético por aloxana. Antecedendo as
injecBes, os animais dos trés grupos permaneceram em jejum durante 24 horas.

Nos animais pertencentes ao grupo diabético por aloxana realizou-se
monitoramento da urina, tanto antecedendo como apds as injecdes da droga. A
urina desses animais foi coletada através de compressdo rmanual na regido da
bexiga urinaria desprezando-se a primeira gota. A seguir, 0 concentrado de urina
foi colocado em contate com fita reagente (Multistix 10SG, BAYER) para
mensuraggo do nivel de glicose, do pH e de proteina. E importante destacar que,
no periodo que antecedeu o inicio do tratamento foram realizados dois testes de
glicostria tanto nos animais do grupo | como do grupo il. Esses testes foram feitos
como controle padriao e para certificacio da auséncia de riiveis de glicose que
caracterizassem o estado diabético.

Os pesos corpdreos dos animais foram monitorades ac longo do
experimento. £ importante destacar que, todos os procedimentos realizados nos
animais obedeceram ¢ mesmo padrao de horario. Apds 30 dias da constatagao do
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estado diabético do grupo II, os camundongos foram anestesiados com Francotar/
Virbaxil (1/1), na dosagem de 0.25ml para cada 100g de peso corpéreo e
procedeu-se a coleta de amostras da préstata dorsal e da glandula de coagulacéo.
Simultaneamente, os animais pertencentes aos grupos | e Il foram submetidos a

procedimentos similares para coleta das amostras. Os animais dos trés grupos
experimentais receberam como dieta sélida racdo Purina na forma de granulos e
agua como dieta liquida ad-libitum:.

Do total de animais experimentais, 12 foram analisados em nivel de
microscopia de luz e oufros 12 submetidos & andlise em nivel de microscopia

eletrénica de transmisséo.

1.1 — Macroscopia

Os animais foram anestesiados com Francotar/Virbaxyl (1/1), na
dosagem de 0,25 ml para cada 100 gramas de peso corporeo. A seguir foram
colocados em dectbito dorsal e realizou-se incisdo da parede abddmino-pélvica,
expondo-se 0 complexo urogenital que inclui: préstata, vesicula seminal, gléandula
de coagulacdo, uretra, porgdo do ureter, testiculo, ducto deferente e bexiga
urinaria. Apds a dissecacdo, com o uso e auxilio do microscopio cirurgico DF
Vasconcelos, o complexo urogenital foi fotografado in situ. Na etapa seguinte
esses Orgaos foram retirados, pesados e fotografados com maquina modelo
Stotimatic-F com objetiva macro 50 mm e filme Kodak Gold Asa 100.

E importante salientar que a prostata dorsal ndo foi pesada devido a
continuidade com a préstata lateral, destacando-se, uma regi&o de transicao entre

os lobos, conhecida como istmo.
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1.2 — Microscopia de Luz

As amostras do lobo dorsal da préstata e da gl&ndula de coagulagao
foram coletadas de quatro animais de cada grupo experimental e fixadas em
solucdo de Bouin (solucdo aquosa saturada de acido picrico — 75 mi de formol -
25 ml, acido acético glacial - 5 ml) por quatro horas.

Apos a fixacdo, os tecidos foram lavados em alcool 70% por frinta
minutos e a seguir sofreram desidratagdc em uma série crescente de alcoois
(alcool 80% - duas vezes, alcool absoluto — trés vezes; 1 a 2 horas cada).
Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados em xilol por 2 horas. Apds essa
etapa, os fragmentos foram incluidos em parafina (Paraplast Plus) a 56° Cem
estufa por uma hora. A seguir, o material foi seccionado em microtomo (Biocut -
Modelo 1130), obtendo-se cortes com espessura de 4 micrometros.
Posteriormente, esse cortes foram colocados em laminas albuminizadas e levadas
para estufa com temperatura de 80° C. Finalmente, o material foi corado com
tricrbmico de Masson e fotografado no fotomicroscépio (Nikon Eclipse E-400).

1.3 — Microscopia Eletrénica de Transmissé&o.

Os animais destinados ao estudo ultra-estrutural foram perfundidos
atraves do ventriculo esquerdo com solugdo de salina heparinizada com posterior
fixagc&o com solugdo de Kamovsky (Karnovsky,1965). A gléndula de coagulacéo e
o lobo dorsal da préstata foram coletados e fragmentados, com aproximadamente
5mm de espessura. Em seguida, os fragmentos foram submetidos ao
complemento da fixaco por imersao no mesmo fixador por 6 horas e, pos-fixados
em tetréxido de Osmio a 1% em tamp&o fosfato, 0,1M, pH7 .4 por duas horas. A
seguir, os fragmentos foram lavados em agua destilada e contrastados com
acetato de uranila a 0,5% em solugdo aquosa de sacarose por 12 horas.
Posteriormente, os fragmentos foram desidratados em série crescente de acetona
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e incluidos em resina (Polyscience). Em seguida, os blocos foram cortados em um
ultramicrétomo LKB 8800 ultratrome Il com 0.5 a 0.8 micrédmetros de espessura.
Os cortes semifinos foram realizados com navalha de vidro, montados em laminas
e corados com azul de toluidina a 1%, para escolha da regi&o desejada. A seguir,
fizeram-se cortes ultrafinos os quais foram montados em telas de cobre de 200
mesh e pods-contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo.
Posteriormente, foram examinados e fotografados em um microscépio eletrénico
de tranmissao LEQ-806.

Ifl.4 - Morfometria em Nivel de Microscopia de luz

Para o estudo morfométrico foram utilizados 4 animais de cada grupo
(controle, diabético por aloxana e diabético espontaneo). As secgdes da glandula
de coagulag@o e o lobo dorsal da prostata foram provenientes das laminas
histoldgicas coradas com tricrémico de Masson.

Para quantificacdo do volume nuclear foram medidos os didmetros de
50 nucleos tanto das células epiteliais da prostata dorsal quanto da glé&ndula de
coagulacdo, de cada animal, totalizando 200 nucleos em cada grupo estudado. A
escoiha dos nucleos foi casual, priorizando os com limites celulares definidos. As
medidas foram realizadas com auxilio da ocular graduada (10X) acoplada ao
microscépio de luz Olympus CBB, fixando-se as observagbes com a objetiva de
100X. A calibragem da ocular foi realizada através de lamina especial, com
divisbes de 0,01mm (10 um) para obtencdo da unidade em micrémetros. A partir
desses valores foram calculadas as médias dos volumes dos nucleos através da
seguinte formula: V=4/3 = (d/2)? D/2| , sendo “d” diametro menor. ‘D” diametro
maior e ‘r’ raio do nutcleo. Além disso, foram realizadas medidas para
determinacdo quantitativa das fragbes de volume (Vv) ocupadas pelo nucleo e
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pelo citoplasma das células epiteliais da prostata dorsal e da glandula de

coagulacéo. Essas mensuragGes foram feitas através de uma ocular 10X contendo
um reticulo de integracéo quadrilatero com 100 pontos acopladas ao microscopio
de luz Olympus CBB e objetiva de 100X. Através desse reticulo foram observados
e contados os pontos localizados sobre os nucleos e sobre o citoplasma das
células de cinco campos previamente definidos. A fragido de volume ocupada pelo
ndcleo em relacéo ao citoplasma foi calculada usando-se a seguinte formula:

Vv = densidade de volume ou fragdo de volume (%)

p = namero de pontos sobre © ntcleo

P = nUmero total de pontos ou soma dos pontos sobre os nucleos e

citoplasmas nos diferentes campos.

[11.5 — Analise Quantitativa em Microscopia Eletrbnica de Transmisséo

Para o estudo morfométrico foram utilizadas eletromicrografias obtidas
no microscopio eletrénico de transmissdo LEQ 906, de quatro animais de cada
grupo experimental. Tanto para a prostata dorsal como para glandula de
coagulacio foram escolhidas as regibes que apresentavam ceélulas com nucleo
visivel, 1amina basal e apice evidentes. Trés células com essas caracteristicas
foram fotografadas com aumento de 3597 vezes e ampliag&o de 3 vezes. O total
de células fotografadas por grupo experimental foram 12. Para esta andlise foi
aplicado o Sistema-teste de Weibel. Esse sistema €& representadc por 84
segmentos de retas paralelas com 1,7 cm de comprimento os quais foram
reproduzidos em acetato. O acetato foi fixado sobre as eletromicrogafias com
auxilio de grampos de papel. Para tais mensuracbes foram considerados como
“hits” ou pontos sobre a estrutura, quando a extremidade de um segmento se

encontrava sobre a organela em estudo e como “crosses” as intersecgbes desses
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segmentos com as organelas avaliadas. O total de pontos sobre cada citoplasma
celular foi obtido multiplicando-se os 84 segmentos por 2 e subtraindo-se aqueles

que se encontravam sobre o nucleo e 0 espaco intercelular.

Para quantificar a densidade de adrea (um*um?®) e a area (um?)
ocupada pelos vacuolos digestivos, nas células epiteliais da prostata dorsal e da
glandula de coagulagdo de cada grupo experimental, utilizou-se a estereologia.
Esses calculos foram realizados a partir do nimero total de pontos sobre o
citoplasma (n’) do total de pontos sobre cada tipo de granulo (n), da soma do total
de intersecgdes ou “crosses” (¢), e do nimero da linha do sistema-teste (L).

111.6 — Andlise Estatistica.

O estudo estatistico foi realizado para as seguintes variaveis: peso
corpéreo final (g), peso da glandula de coagulag@o (g), volume (um®) e forma
nuclear, volume citoplasmaético {(um®) e densidade de 4rea dos vaclolos digestivos
(Mm2fum?®) das células secretoras da prostata dorsal e glandula de coagulgao. Para
a avaliacdo dos pesos corpéreos utilizou-se andlise de medidas repetidas,
considerando-se os pesos finais médios dos grupos, complementados com a
construcdo dos intervalos de confianga simultanea. Para os pesos das glandulas
de coagulagdo, as avaliacdes foram realizadas através da técnica de analise de
variancia para o modelo com um fator de variagdo, complementado com teste de
médias de Tukey. Para o volume nuclear, forma do nicleo () e wvolume
citoplasmatico (um?) utilizou-se o teste ndo paramétrico de KW, complementado
com o teste de comparacdes muitiplas de Glausier. Todas as andlises foram
realizadas com niveis de 5% de significancia (Wichern & Johnson,1992).

E importante destacar que, os animais do grupo diabético esponténeo
(NOD), ndo tiveram os pesos corporeos monitorados ao longo do experimento.
Esse fato, deve-se a dificuldade de se obter animais machos com 3 meses de
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idade diabético positivo. Os animais NOD manifestam a doenca, geraimente, apds
5 meses de idade. Da prole total {machos) apenas 5% manifestam a doenca.
Contudo, quando um animal fica diabético, ha necessidade de rapidamente

sacrifica-lo pois vai a 6bito em poucos dias.
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IV - RESULTADOS
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IV.1 - ANALISE DE URINA
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IV.1 - ANALISE DA URINA
Os niveis de glicose e proteina na urina dos animais do grupo diabético por

aloxana e diabético NOD foram elevados quando comparados aos animais do grupo
controle. Por outro lado, o pH foi similar entre os trés grupos experimentais (Tabela 1)

Tabela 1— Caracterizagdo dos niveis médios de proteinas, glicose € pH.

Controle Diabético Aloxana Diabético Nod
Proteina 30 100 100
(mg/dl)
Glicose Negativo 2000 2000
(mg/di)

pH 6,0 6,0 6,5
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V.2 - MACROSCOPIA



Macroscopia
IV.2 - MACROSCOPIA

IV.2.1 - Grupo Controle

Os animais do grupo controle apresentam peso médio corpéreo final de
29.23g aos 30 dias de experimento ( Tabela 2 e Figura 1 A}.

A prostata dorsal localiza-se dorsalmente & uretra. Cranialmente ela faz
sintopia com as vesiculas seminais e com as glanduias de coagulaco (Figura 2B)
Esta é formada por dois lobos de textura frouxa e cor rosada.

A glandula de coagulacéo localiza-se na face concava da vesicula seminal,
4 qual esta intimamente aderida por tecido conjuntivo. E um drgéo de forma
piramidal, lobulado de textura frouxa e cor rosada (Figura 2 A e 2 B). O peso
médio da glandula de coagulagio € de 0,025¢g (Tabela 3).

IV.2.2 — Grupo Diabético por Aloxana

O peso médio corpéreo final dos animais do grupo diabético por aloxana é
24,679 sendo esse, significativamente menor apés 30 dias de caracterizado o
estado diabético quando comparado ao controle (Tabela 2). Macroscopicamente,
ndo s&o evidenciadas mudangas marcantes nesse grupo experimental quando
comparado ao grupo controle (Figura 1 B).

A localizacdo anatdmica e os aspectos macroscOpicOs tanto da proéstata
dorsal como da glandula de coagulagdo sdo semelhantes aoOs animais do grupo
controle (Figura 3 A e 3 B). O peso médio da glandula de coagulacdo € 0,030g
sendo esse, numericamente maior que a dos animais do grupo controle (Tabela3).
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IV.2.3 — Grupo Diabético Espontaneo (NOD)

A localizag@o e os aspectos morfolégicos da prostata dorsal e da
glandula de coagulagdo sao semelhantes aos animais do grupo controle
(Figura 4 A e 4 B). Entretanto, o volume da glandula de coagulagégo
encontra-se, aparentemente, exacerbado. Esse dado é confirmado pelo
peso médio dessa glandula (0,052g), sendo significativo quando comparado

aos animais dos grupos anteriores. (Tabela 3).
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Tabela 2- Média, desvio padrdo e resultado do teste do peso corpdreo (g)
final dos animais controles e diabéticos por aloxana apdés 30 dias da

constatacéo do estado diabético.

Peso final {PF)
Controle Diabetico por aloxana Resultado do teste
29,23+1,38 24867+1,38 (P< 0,05)

Tabela 3-Média, desvio padr@o e resultado do teste estatistico da
comparagao do peso (g) da gléndula de coagulagc@o nos diferentes grupos

experimentais.

Grupos
Controle Diabético Aloxana  Diabético Nod Resultado do teste
0,025¢0,007a 0,030+0,015a 0,052+0,021b 6,19 (P<0,01)

* “a” e “b” = comparagéo média entre os grupos experimentais.
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Figura 1 Vista geral dos camundongos experimentais A: Controle, B:

diabético aloxana e C: diabético espontaneo, X1.
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Figura - 1
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Figura - 1
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Figura 2 Exposicdo do complexo urogenital in sifu apds a abertura do
regiaoc abddémino-pélvica do camundongo controle (X 5).

A- Vista ventral do complexo urogenital observam-se: bexiga urinaria (BU),
vesicula seminal (VS), testiculos (TE), ducto deferente (Dd), lobo ventral da
prostata (LV) e glandula de coagulagéo (GC)

B- Vista dorsal do complexo urogenital observam-se: lobo dorsal da
préstata (L.D), glandula de coagulagdo (GC), bexiga urinaria (BU), testiculos (TE) e

vesicula seminal (VS).
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Figura 3 Exposicdo do complexo urogenital in sif apés a abertura do

regido abdémino-pélvica do camundongo diabético por aloxana (X 5).
A- Vista ventral do complexo urogenital observam-se: bexiga urinaria (BU),

vesicula seminal (VS), testiculos (TE), ducto deferente (Dd), lobo ventral da

prostata (LV)
B- Vista dorsal do complexo urogenital observam-se: lobo dorsal da

préstata (LD), glandula de coagulacio (GC), bexiga urinéria {BU), testiculos (TE) e

vesicula seminal (VS).
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Figura - 3




44

Figura 4 Exposicdo do complexo urogenital in sifu apods a abertura do
regido abddémino-pélvica do camundongo diabético espontéaneo (NOD) (X 5).

A- Vista ventral do complexo urogenital observam-se: bexiga urinaria (BU),
vesicula seminal (VS), testiculos (TE), ducto deferente (Dd), lobo ventral da
prostata (LV) e glandula de coagulacégo (GC).

B- Vista dorsal do complexo urogenital observam-se: lobo dorsal da
prostata (LD), glandula de coagulagdo (GC), bexiga urinaria {BU), testiculos (TE} e

vesicula seminal (VS).
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IV.3 — MICROSCOPIA DE LUZ E ELETRONICA DE
TRANSMISSAO
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IV.3.1 - PROSTATA DORSAL
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V.3 - MICROSCOPIA

IV.3.1 —- Préstata Dorsal
IV.3.1.1- Grupo Controle

Microscopia de Luz

O estroma é constituido por tecido conjuntivo, musculo liso, vasos
sanglineos, nervos e diferentes tipos celulares (Figura 5 A). Os 4cinos (alvéolos)
apresentam mucosa pregueada e epitélio secretor simples com células colunares
repousando sobre nitida membrana basal (figura 5 B). O volume celular médio &
de 453,42 um®. O citoplasma apresenta volume médio de 371,89 um® (Tabela 4).
Os nucleos tém formato eliptico, localizam-se no centro da célula e apresentam
nucléolos evidentes (figura 5 B). O volume nuclear médio é de 81,53 um® (Tabela
4). A relacdo entre o volume nuclear e o volume citoplasmatico € de 17,98% e
82,02% respectivamente. No limen glandular desse lobo a secregio apresenta-se

com aspecto homogéneo (figura 5 A, 5 B).

Microscopia Eletrénica de Transmisséo

O epitélio secretor é simples com células predominantemente colunares
que repousam sobre nitida lamina basal (figura-7 A). No estroma & possivel
observar fibras coldgenas, misculo liso e terminagdes nervosas (figura 7 B). No
citoplasma basal, as cisternas do reticulo endoplasmético granular apresentam-se
dilatadas contendo material homogéneo com baixa eletrondensidade (figura 7 B).
A regifio supranuclear destaca-se pela concentragdo das cisternas do Golgi que
se dispde de forma circular envolvendo pequenas vesiculas de secreg@o com
diferentes estagios de maturacdo (figura 7 C). No &pice celular, observa-se
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vacuolos com secrecdo de aspecto floculento e eletrondensidade variada.

Complexo juncional é evidente na regio apical da membrana intercelular (figura 7
D). Vacuolos digestivos com diferentes eletrondensidades encontram-se
distribuidos por todo o citoplasma e ocupam volume relativo de 1,7% e densidade
de area de 0,05um?um? (grafico 1) justaluminal estdo presentes microvilos pouco
desenvolvidos e no lamen encontra-se secre¢éo com aspecto semelhante ao
conteGdo dos vacuolos secretores (figura 7 D). As mitocdndrias tém forma
alongada com nitidas cristas e estdo distribuidas uniformemente por todo
citoplasma (figura 7 C). O nlcleo é esférico de localizagdo central com membrana
apresentando discretas reentrancias. A cromatina condensa-se na regido

periférica e notam-se nucléolos evidentes (figura 7 A).

IV.3.1.2 - Grupo Diabético por Aloxana
Microscopia de luz

Nesse grupo experimental observa-se espessamento do estroma. Os
acinos glandulares apresentam-se pouco pregueados quando comparados aos
animais do grupo controle (figura 6 A). O epitélio secretor encontra-se atrofiado
com células colunares baixas e volume celular médio de 234,98 uym*®. A atrofia
celular caracteriza-se por acentuada redugdo do citoplasma com volume
citoplasmético médio de 168.26 um® (Tabela 4). Diferente do grupo controle, o
nucleo demonstra forma aproximadamente esférica e mantém localizacdo central
na célula sendo possivel a observacio de um a dois peguenos nucléolos ( figura 6
B). O volume nuclear médio é de 66,72 um® (Tabela 4). O volume citoplasmatico é
significativamente menor quando comparado ao volume do grupo controle. A
fracdo celular relativa ocupada pelo nucleo é em média 28,39% em relagéo ao
citoplasma que é de 71,61%. No iimen glandular nota-se secrecdo com aspecto

heterogéneo figuras (6A e 6B).
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Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Ultra-estruturalmente, destacam-se as seguintes alteracbes: atrofia do
epitélio secretor, espacamentc intercelular e espessamento do estroma que
embora aumentado mantém os mesmos elementos. No citoplasma basal, o
reticulo endoplasmatico granular apresenta-se de forma circuiar e com acentuada
involugdo das suas cisternas. VacUolos digestivos com intensa eletrondensidade
sa0 encontrados na regido central da conformagéo circular do REG (figura 8 A).
Na regido supranuciear, notam-se vactolos digestivos com materiais celulares de
diferentes eletrondensidades caracterizando proeminente vacuolizago (figura 8 C,
8 D), ocupando volume relativo médio de 3,5% e densidade de érea 0,2pum?/um?
(gréfico 1). Além disso, é possivel notar aparente dilatagéo das cisternas do Golgi
(figura 8 A). Os vacUolos secretores apresentam secrecdo com diferentes
eletrondensidades (figura 8 D). Na regido justa-luminal s&o observadas rupturas
de microvilos (figura 8 C, 8 D). As mitocdndrias tém forma alongada e distribuem-
se uniformemente por todo citoplasma (figura 8 D). A cromatina encontra-se
condensada principalmente na periferia do nlcleo e ao redor do nucléolo. O
envelope nuclear apresenta-se intacto, porém se notam acentuadas reentrancias

quando comparadc ao grupe controle (figura 8 A).

IV.3.1.3 — Grupo Diabético Espontaneo (NOD)

Microscopia de luz

As alteragdes observadas nesse grupo assemelham-se as descritas no
grupo anterior (figura 6 C).Todavia, essas mudancas encontram-se mais
acentuadas nos animais desse grupo. QO estroma apresenta-se amplamente
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espessado e os &acinos glandulares pouco pregueados. O epitélio secretor
apresenta-se nitidamente atrofiado, ou seja, de células colunares no grupo
controle para células tendendo a cubicas no presente grupo (figura6 D). O volume
celular médio é de 167,61 um®. A atrofia celular caracteriza-se por acentuada
reducéo do citoplasma com o volume citoplasmatico meédio de 115,68 um® (Tabela
4). O nGcleo tem forma esférica e estd localizado no centro da célula com um ou
dois nucleolos (figura 6 D). O volume nuclear médio é de 51,92 um® (Tabela 4). A
frac&@o celular ocupada pelo nicleo € de 30,8% e 69,1% a do citoplasma. No
[imen glandular encontra-se secregdo com aspecto heterogéneo semeihante ao

grupo diabético por aloxana.

Microscopia Eletrénica de Transmisséao

Nesse grupo experimental encontram-se tanto a atrofia celular como o
espessamento acentuado do estroma quando relacionado ao grupo anterior bem
como o controle. O reticulo endoplasmatico granular apresenta cisternas com
evidente reducgo. O complexo de Golgi demonstra dilatag&o de suas cisternas.
Vacuolos digestivos contendo materiais com diferentes eletrondensidades sao
caracterizados na regido supranuclear e apical. Esses ocupam volume meédio de
2,2% e tem densidade de area 0,13um?/um?® (gréfico 1) Os vaclolos secretores
apresentam secrecdo com eletrondensidades variadas. Na regido justa-luminal
nota-se ruptura de microvilos e secrec@o de aspecto flocular com diferentes
eletrondensidades. As mitocdndrias tém forma alongada distribuindo-se
uniformemente por todo o citoplasma. O ndcieo tem formato esférico com
acentuada reentrancia de seu enveiope e cromatina condensando-se,

especialmente, na periferia (figura 8 A).
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Tabela 4- Média e desvio padrdo do volume nuclear, forma do nucleo e
volume citoplasmético da prostata dorsal dos animais dos grupos controle,

diabético por aloxana e diabético espontaneo (NOD).

Grupos
Variavel Controle D.Alcxana D. Nod Resultado do teste
V. Nucleo 81,53%£12,25a 68,72%13,73 a 51,02+18,13 a 4,50 (P>0,05)
F.Nuacleo  1,50xC,10b 1,08+0,03 a 1,04+0,01 a 8,17 (P<0,05)

V. Citol. 371,89+6557 b  168,26+24,73a 115,69£47,87 a 8,00 (P<0,05)

o “a” e “b”= comparagdo média entre os grupos experimentais.

Grafico 1- Volume relativo (Vv) e da densidade de area (Da) dos vacuolos
digestivos das células epiteliais da prostata dorsal dos animais dos grupos

controle, diabético por aloxana (D.Aloxana) e diabético espontédnec Nod

Controle
g1 D.Aloxana
D.Esp.Nod

Vv=% Da = pym?/pum?
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Figura 5 Fotomicrografias do epitélio secretor da prostata dorsal de
animais controles. A- Observa-se mucosa regularmente pregueada.
Estroma (Es) distribuido em torno dos &acinos contendo fibras colagenas
(Fe), fibras musculares (Fm), vasos sanguineos (Vs) e varios nucleos de
diferentes tipos celulares {seta). Lumen do acino (L). X450 Tricromico de
Masson. B- Nota-se epitélic simples (Ep) com células colunares
repousando sobre nitida membrana basal (Mb), eventuais células basais
inferiormente as epiteliais (Cb). Nucleo (N) localizado na regido central da
célula com evidente nucléolo (Nu). Limen do acino com secregao

homogénea (L). X1253 Tricrbmico de Masson.
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Figura 6 Fotomicrografias do epitélio secretor da prostata dorsal de animais
diabéticos por aloxana e Nod. A- (Aloxana) Nota-se aparente diminuic&o no
pregueamento da mucosa glandular. Estroma (Es) espessado e afastamento entre
os acinos. Epitélio secretor (Ep).Vasos sanglineos (Vs). Lumen do acino (L).
X450 Tricromico de Masson. B- (Aloxana) Observa-se estroma (Es) com
diferentes tipos celulares na regido justa-basal (Dc). Nitida membrana basal (Mb),
fibras musculares (Fm) e colagenas (Fc). Atrofia do epitélio secretor (Ep). Nucleo
(N) ocupando grande parte do citoplasma celular com nucléolo (Nu) pouco
evidente. Lumen contendo secrecdo de aspecto homogéneo com eventuais
grumos (L). X1253 Tricrémico de Masson. C- (Nod) Nota-se aparente diminuicao
do pregueamento da mucosa glandular. Estroma (Es) espessado. Lumen do acino
(L). X450 Tricromico de Masson. D- (N) Observa-se estroma (Es) com diferentes
tipos celulares na regidoc justa-basal (Dc). Membrana basal (Mb), fibras
musculares (Fm) e colagenas (Fc). Acentuada atrofia do epitélio secretor (Ep).
Nucleo (N) ocupando grande parte do citoplasma celular e nucléolo (Nu) pouco
evidente. Limen contendo secrecdo heterogénea com aspecto floculento (L).

X1253 Tricrémico de Masson.
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Figura 7 Eletromicrografias das células epiteliais da prostata dorsal de
camundongos controles. A — Vista panoramica. Observa-se epitélio simples com
células colunares repousando sobre nitida 1amina basal (Ib), cisternas do reticulo
endoplasmatico granular (reg) dilatadas na regido basal, nucleo (n) localizado no
centro da célula apresentando distinto nucléolo {(nu) e cromatina condensando-se
na periferia. Envelope nuclear (en) intacto com poucas invaginagdes. Cisternas do
Golgi (cg) proeminentes, vacuolos contendo secrecdo (vs) com aspecto
floculento. X7200. B -~ Regido basal. Nota-se estroma apresentando fibras
musculares (fm), fibras colagenas (fc) e terminacdes nervosas (tn). Lamina basal
(Ib), dilatagdo das cisternas do reticulo endoplasmatico granular (reg). X12000. C
— Detalhe da regido supranuclear. Verificam-se cisternas do Golgi (cg) achatadas
e paralelas, vactolos contendo secrecdo com aspecto flocular (vs), mitocondrias
(m). X18000. D — Regido apical. Notam-se vaclolos digestivos (vd), complexo
juncional {cj), vactolos contendo secrecdo (vs) microvilos (mi) e lumen (L).

X12000.
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Figura 8 Eletromicrografias das células epiteliais da prostata dorsal de
camundongos diabéticos induzidos pela aloxana. A — Nota-se evidente atrofia das
células do epitélio secretor, 1amina basal (Ib) pregueada, conformagdo circular e
paralela do reticulo endoplasmatico granular (reg), vactolos digestivos com alta
eletrondensidade no centro da conformacdo circular {cd), nicleo (n) com
cromatina condensando-se na periferia bem como formando grumos entorno do
nucléolo (nu), envelope nuclear (en) intacto apresentando reentrancias e cisternas
do Golgi {cg) amplamente dilatadas. Lumen (L). X7200. B - Regi&o basal.
Observa-se estroma composto por fibras musculares lisas (fm), fibras colagenas
(fc) e terminagbes nervosas (tn). L&mina basal (Ib), diminuic&o das cisternas do
reticulo endoplasmatico granular (reg), espacamento intercelular (ei) e lumen (L).
X12000. C — Regido apical. Evidenciam-se proeminentes vaclolos vazios
caracterizando vacuolizacdo do citoplasma e vacuolos digestivos (vd) contendo
material com diferentes eletrondensidades. Complexo juncional (cj) e microvilos
{(mi). X12000. D - Detalhe da regido supranuclear. Nota-se grandes vacuolos
digestivos (vd) com restos celulares, rupturas de cristas mitocondriais e de

microvilos {mi).X18000.
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Figura 9 Eletromicrografias das células epiteliais da prostata dorsal de
camundongos diabéticos espontaneos NOD. A — observa-se atrofia das celulas do
epitélio secretor, lamina basal (Ib), vacuolos digestivos com alta eletrondensidade
{vd), complexo juncional (cj), nucleo {n) com cromatina condensando-se em forma
de grumos na periferia {cc), envelope nuclear (en) intacto apresentando
reentrancias. Lumen (L). X7200. B - Regido basal nota-se estroma com
volumosas fibras musculares lisas {fm), lamina basal {ib), diminuicdoc das
cisternas do reticulo endoplasmatico granular {reg). Nucleo (n) e nucléolo (nu).
X12000. € ~ Detalhe da regido supranuclear. Nota-se vacuolos contendo pouca
secrecdo de aspecto floculento (vs), dilatagdo das cisternas do Golgi (cg) e
ruptura de microvilos {mi). Lumen (L). X18000. D — Regiao apical evidenciam-se
vacuolos (vs) contendo reduzida quantidade de material com aspecto floculento e
diferentes eletrondensidades, proeminente dilatagdo das cisternas do Golgi (cg),

eventuais microvilos {(mi).Nucleo (n), Lumen (L). X12000.
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IV.3.2 - Glandula de Coagulagao

IV.3.2.1 — Grupo Controle
Microscopia de Luz

A glandula de coagulagdo & formada por é&cinos apresentando mucosa
extremamente pregueada (figura 10 A). O estroma € constituido por tecido
conjuntivo, musculo liso, vasos sanglineo, além de varios diferentes tipos
celulares. O epitélio secretor é simples com células colunares altas ( figura 10 B).
O volume celular médio é 479,63 um®. Na regido perinuclear, observa-se zonas
citoplasmaticas claras, sendo provavelmente correspondentes as cisternas do
Golgi e do reticulo endoplasmatico granular sendo essa Ultima dilatada. O volume
citoplasmatico meédio é de 405,34 um?® (Tabela 5). O nacleo esta localizado no
centro da célula tem formato eliptico e apresenta visivel nucléolo (figura 10 B). O
volume médio é de 74,29 um?® (Tabela 5). A frac&o celular ocupada pelo nucleo foi
em média 15,48% e do citoplasma 84,52.

Microscopia Eletrénica de Transmissao

Ultra-estruturalmente, o epitélio secretor dessa glandula é formado por
células colunares altas repousando sobre nitida lamina basal. Eventuais células
basais entremeiam as células epiteliais (figura 12 A). O estroma circunda os
acinos sendo possivel evidenciar fibras colagenas, musculo liso e vasos
sangiiineos. O citoplasma caracteriza-se por ampla dilatac&o das cisternas do
reticulo endoplasmatico granular concentradas na regido basal e perinuclear do
citoplasma, contendo material de aspecto flocular com baixa eletrondensidade. As
cisternas do Golgi sdo paralelas e achatadas dispondo-se circularmente acima do
ntcleo (figura 12 A). Na regi@o apical, nota-se vaclolos secretores contendo
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material de baixa eletrondensidade. Ocasionais vacuolos digestivos s&o
visualizados no citoplasma e tém volume relativo de 1,3% e densidade de area
0,02um?fum? (gréfico 2). Na regido justa-luminal notam-se eventuais e esparsos
microvilos, complexos juncionais e secregdo de aspecto flocular com
eletrondensidade homogénea. As mitocOndrias apresentam nitidas cristas e
distribuem-se por todo citoplasma. O nlcleo apresenta localizaggdo central da
célula, tem formato eliptico com o envelope nuclear regular (figura 12 A). A

cromatina condensa-se na periferia e entorno do nucléolo (figura 12 A).

IV.3.2.2 - Grupo Diabético por Aloxana

Microscopia de luz

O estroma encontra-se espessado com aparente aumento das fibras
colagenas, dos diferentes tipos celulares e de células musculares lisas (figuras 11
A e 11 B). A mucosa glandular apresenta-se discretamente pregueada quando
comparada acs animais controles (figura 11 A). O epitélio secretor é formado por
células atrofiadas com o volume médio de 129,95 um3. O citoplasma esta
extremamente reduzido (figura 11 B). O volume médio do citoplasma é de 85,50
um? (Tabela 5). Diferentes dos animais do grupo controle, © nicleo celular aparece
com formato tendendo a esférico, mantém localizacgo central sendo possivel
observar um ou dois pequenos nucléolos. O volume nuclear médio é de 44,45 um®
(Tabela 5). O wvolume citoplasmatico foi, estatisticamente, menor quando
comparado aos animais do grupo anterior. Contudo, o volume nuclear foi similar
ao grupo controle (Tabela 5). A fracdo celular relativa ocupada pelo nucleo foi em
meédia 34,20% em relacdo ao citoplasma que foi de 65,80%.
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Microscopia Eletrénica de Transmissao

Dentre as alteragbes em microscopia eletr&nica de transmisséo
destacam-se: a atrofia do epitélio secretor e o espessamento do estroma. No
citoplasma basal, as cisternas do reticulo endoplasmatico granular apresentam-se
diminuidas (figura 13 B). Na regido supranuclear, notam-se vacuolos com material
secretor. Vacuolos digestivos contendo material com diferentes eletrondensidades
s30 evidentes, especialmente, na regido supra-nuclear e apical (figura 13 A) e tém
volume relativo médio de 3,3% e densidade de drea 0,15um?*um® (grafico 2). O
Golgi apresenta dilatagdo de suas cisternas (figura 13 F). MitocOndrias s&o
evidentes com rupturas de suas cristas por todo citoplasma (figura 13 F). Rupturas
de microvilos s&o vistos na regido justa-luminal (figura 13 F). O nicleo apresenta
cromatina condensada tanto na periferia como formando grumos por todo o
nucleoplasma e ao redor dos nucléolos (figura 13 A, 13 F). O envelope nuclear
apresenta-se intacio e com acentuadas reentréncias quando comparado aos

animais do grupo controle (figura 13 A).

IV.3.2.3 — Grupo Diabético Espontianeo (NOD)
Microscopia de luz

As alteragbes observadas nesse grupo séo semelhantes aquelas descritas
no grupo diabético por aloxana. Porém, notam-se que as alteragtes morfolbgicas
s&o aumentadas nesses animais em relag&o aos animais do grupo diabético por
aloxana (figuras 11 C, 11 D). Dentre as alteracbes destacam-se. acentuado
espessamento do estroma com aparente desorganizac@o das fibras colagenas e
musculares lisas. Mucosa glandular pouco pregueada, epitélio secretor
drasticamente atrofiado (figuras 11 C, 11 D). O volume celular médio & de 124,71
um®. O volume citoplasmatico médio é 82,11um?® (Tabela 5). O nucleo celular tem
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forma tendendo a esférico, localizado centraimente na célula, com um ou dois
nucléolos evidentes. O volume nuclear médio é de 42,60 um>3( Tabela 5). Todavia,
quando comparados aos animais do grupo diabético pela aloxana nac
caracterizou-se decréscimo, estatisticamente, significativo. A fracdo celular
ocupada pelo ntcleo é de 37,36% para 62,64% de citoplasma.

Microscopia Eletrénica de Transmissao

Nesse grupo experimental as alteragGes sdo semelhantes as descritas no
grupo anterior. Contudo, observa-se acentuada atrofia celular e intenso
espessamento do estroma. O reticulo endoplasmatico granular apresenta as
cisternas diminuidas localizadas especialmente na regiéo basal e perinuciear das
células. As cisternas do complexo de Golgi encontram-se dilatadas e localizadas
supranuclearmente. Eventuais vaclUolos secretores s&o observados na regido
apical. VacGolos digestivos com diferentes eletrondensidades s&o evidentes na
regido supra-nuclear e apical com volume relativo médio de 3,0% e densidade de
area de 0,08um?um(gréfico 2). Na regido justa-luminal, nota-se ruptura de
microvilos e grandes grumos de secreco de aspecto flocular e eletrondensidades
variadas. Mitocdndrias com rupturas de suas cristas s&o observadas no
citoplasma.0 nlcleo tem forma aproximadamente esférica com acentuadas
reentrancias de seu envelope. A cromatina condensando-se na periferia bem
como, formando grumos por todo o nucleoplasma e ao redor dos nucléolos, similar
aos animais do grupo diabético por aloxana e diferentes dos animais do grupo

controle (figura 14 A).
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Tabela 5- Média e desvio padrdo do volume nuclear, forma do nucleo e
volume citoplasmatico da glandula de coagulagéo dos animais dos grupos
controle, diabético por aloxana e diabético espontaneo (INOD)

Grupo
Variavel Controie D.Aloxana D. Nod Resultado do teste
V.Ntcleo  74,29+17,88a 44 45+1342a 42601644 a 4,96 (P>0,05)
F. Nucleo 1,72£0,07 b 1,05+0,02 a 1,03+0,01 a 8,02 (P<0,05)

V. Citol.  405,34+163,189b 85,50+£30,93a 82,11#2473 a 7,54 (P<0,05)

“a” e “b”= comparagdo média entre os grupos experi mentais

Gréfico 2- Volume relativo (Vv) e da densidade de drea (Da) dos vacuolos
digestivos das células epiteliais da glandula de coagulag&o dos animais dos
grupos controie, diabético por aioxana (D.Aloxana) e diabético espontaneo

Nod (D.Esp.Nod).

= Controle
D.Aloxana
D.Esp.Nod
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Figura 10 Fotomicrografias do epitélio secretor da giandula de coagulacao
de animais controles. A- Observa-se mucosa glandular extensamente pregueada.
Estroma (Es) distribuido em torno dos &cinos contendo fibras colagenas (Fc),
musculares (Fm), vasos sanglineos (Vs) e vérios nicleos de diferentes tipos
celulares (seta). Lumen do &cino (L). X450 Tricromico de Masson. B- Nota-se
epitélio simples formado por células colunares altas repousando sobre nitida
membrana basal (Mb) com eventuais células basais (seta), inferiormente as
células epiteliais. Fibras musculares (Fm) e colégenas (Fc). Nucleo (N) localizado
na regigo central da célula com evidente nucléolo (Nu). Limen contendo material

secretor de aspecto homogéneo (L). X1253 Tricrémico de Masson.
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Figura 11 Fotomicrografias do epitélio secretor da glanduia de coagulacao de
animais diabéticos por aloxana e Nod. A- (Aloxana) Nota-se mucosa glandular
pouco pregueada. Estroma (Es) espessado. Vasos sanglineos (Vs). Lumen dos
acinos (L). X450 Tricrébmico de Masson. B- (Aloxana)Observa-se estroma com
diferentes tipos celulares na regido (Dc). Nitida membrana basal (Mb), fibras
musculares (Fm) e colagenas (Fc). Atrofia do epitélio secretor (Ep). Ntcleo (N)
ocupando grande parte do citoplasma celular com nucléolo {Nu) pouco evidente.
Lamen contendo secrecdo de aspecto homogéneo com eventuais grumos (L).
X1253 Tricromico de Masson. C- (Nod) Nota-se mucosa glandular pouco
pregueada em relacdo ao controle. Estroma (Es) espessado. Vasos sanguineos
(Vs). Lamen dos &cinos (L). X450 Tricrdbmico de Masson. D- (Nod) observa-se
estroma (Es) com diferentes tipos celulares (Dc). Afrouxamenio das fibras
musculares {Fm) e colagenas (Fc). Membrana basal (Mb). Acentuada atrofia do
epitélio secretor (Ep). Nucleo (N) ocupando grande parte do citoplasma celular e
nucléolo (Nu) pouco evidente. Lumen contendo secrec&o heterogénea com

aspecto floculento (L). X1253 tricromico de Masson.
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Figura 12 Eletromicrografias das células epiteliais da gléndula de
coagulacdo de camundongos controles. A - Vista panoramica observa-se célula
colunar alta repousando em nitida l&mina basal (lb), cisternas do reticulo
endoplasmatico granular (reg) amplamente dilatadas, nucleo (n) eliptico localizado
no centro da célula, envelope nuclear {en) apresentando discretas reentrancias e
nucléolo evidente (nu). X7200. B — Regido basal evidencia-se estroma composto
de fibras musculares lisas (fm) e tecido conjuntivo (tc), lamina basal (Ib), cisterna
do reticulo endoplasmatico granular (reg) amplamente dilatadas, mitocondrias
alongadas com nitidas cristas (m) e nucleo (n). X12000. C - Detalhe da regigo
supranuclear nota-se cisternas do Golgi (cg) paralelas e achatadas envolvendo
vesiculas de secrecdo com diferentes estagios de maturac&o (ve), mitocOndrias
{m) com nitidas cristas. X18000. D — Regido supranuclear observa-se vacuolos
contendo secrecdo (vs) de aspecto floculento e eletrondensidade variada,
cisternas de Golgi (cg), complexo juncional (cj), microvilos esparsos (mi) e nucieo
(n). X7200.



74

=

a4cao

dula de Coagul

An

Gl

igura - 12

5




75

Figura 13 Eletromicrografias das células epiteliais da glandula de
coagulacdo de camundongos diabéticos induzidos pela aloxana. A — Vista
panoramica. Nota-se, células epiteliais atrofiadas, nicleo (n) com cromatina
condensando-se na periferia bem como ao redor do nucléolo (nu), envelope
nuclear (en) intacto com acentuada reentrancia, ruptura de microvilos (mi). Lamen
(L). X7200. B - Detalhe evidenciando diminuicdo das cisternas do reticulo
endoplasmatico granular (reg) e ndcleo (n) com a cromatina condensada. X12000.
C, D — Regido basal. Observa-se espessamento do estroma, fibras musculares
lisas (fm), fibras colagenas (fc) e lamina basal (lb) e reticulo endoplasmatico
granular (reg). X12000. E — Detalhe de um vactolo multivesicular (em). X12000. F
~ Regido apical. Evidencia-se complexo de Golgi (cg) dilatado, rupturas das

cristas mitocondriais (m) e microvilos {mi).Ldmen (L). X12000.
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Figura 14 Eletromicrografias das células epiteliais da glandula de
coagulacdo de camundongos diabéticos espontaneos NOD. A - Vista geral. Nota-
se atrofia das células do epitélio secretor, iamina basal (Ib), vacltolos digestivos
com alta eletrondensidade (vd), complexo juncional {cj), niclec (n) com cromatina
condensando-se em forma de grumos na periferia (cc), envelope nuclear (en)
intacto apresentando reentrancias. Lumen (L). X7200. B - Regido basal nota-se
estroma com volumosas fibras musculares lisas (fm), lamina basal (Ib), diminui¢éo
das cisternas do reticulo endoplasmatico granular (reg). X12000. C - Detalhe da
regido supranuclear nota-se vacuUolos contendo pouca secregdo de aspecto
floculento (vs), dilataco das cisternas do Golgi {cg), ruptura de microvilos (mi) e
de cristas mitocondriais {m) e juncdes comunicantes (jc). Lamen (L). X18000. D —
Regido apical evidenciam-se proeminentes vacuolos vazios (vv), vacuolos com
alta eletrondensidade, ruptura de microvilos {mi), ntiicleo (n) e limen (L). X12000.
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V — DISCUSSAQ

O diabetes mellitus provoca desordens metabdlicas nos diferentes sistemas
organicos o que tem sido motivo de estudos na tentativa de elucidar a etiologia
dessas alteracdes. A inducdo do diabetes experimentalmente, em roedores, é
amplamente utilizado nesses estudos. A deplegdc androgénica verificada em
animais diabéticos é uma das alteracdes demonstradas, levandoc a complicagbes
no aparelho reprodutor masculino. A deficiéncia androgénica foi descrita por varios
autores, os quais atribuiram a diminuicdo da testosterona ocorrida tanto em
homens como em ratos diabéticos, a um possivel feedback negativo no neuro-eixo
ocasionando subsequente perda da capacidade de sintese androgénica dos
testiculos (Hunt & Baley,1961; Oksanen,1975; Daubresse, et al. 1978). A
testosterona é o principal andrégeno mantenedor da fungdo e da morfologia das
glandulas sexuais acessérias. Entretanto, sdo conhecidos outros hormbnios que
também agem tanto direta como indiretamente nessas glandulas como, ©
estradiol, o luteinizante e o do crescimento. (Smith, et al., 1985, Costello &
Frankiin, 1994; Eric, 1989).

A insulina, embora ndo seja um hormdnio de acdo direta, é conhecido que
sua interacdo & testosterona, seja de fundamental importancia para o
desenvolvimento e manutengéo morfofisiologica das glandulas sexuais acessorias
{Seethalakshmi et al.,1987). E conhecido, que o diabetes induz alteragdes
morfolégicas no aparelho reprodutor masculino, semelhantes aos observados em
animais castrados (Cagnon, et al.2000). As glandulas sexuais acessorias sdo
amplamente estudadas nas diferentes espécies, devido sua relagdo com a
diminuicdo dos niveis androgénicos (andropausa) os quais, estdo diretamente
relacionados com o surgimento certas patologias. A privacdo androgénica
experimentaimente devido a orquidectomia, hipofisectomia, administragéao de
horménios antagonistas como o0s estrogenos ou antiandrogenos ailtera a
morfologia tanto do epitélio secretor como do estroma das gléndulas sexuais
acessorias. Além disso, acelera o desencadeamento de morte celular programada,
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alteram a capacidade de proliferagio e secregao, sintese de DNA, conteudo e
complexidade de RNA e diminuigdo na quantidade de receptores androgénicos
(Aumiller 1977; Kiess & Gallaher, 1998; Kubo et al., 1998). Dessa forma, a
presente discusséo fard referéncias paralelas a roedores castrados e diabéticos

comparando as mudancas morfologicas da prostata dorsal e glandula de
coagulagéo.

No presente trabalho foram observados elevados niveis de proteina e
glicose na urina, tanto dos animais diabéticos induzidos pela aloxana como nos
animais espontaneamente diabéticos (Nod), quando comparados aos animais do
grupo controle. Hunt & Baley (1961) j& haviam demonstrado aumento dos niveis
de glicose na urina de ratos diabéticos experimentaimente, pela aloxana, apds
uma semana da inje¢do da droga. Posteriormente, Ader et. al. (1998) observaram
a destruicdo das células beta do péncreas e acentuado grau de intolerancia a
glicose em caes tratados com aloxana. Também, Makino, et al. (1980) obtiveram
uma nova linhagem de animais os quais se caracterizaram diabéticos ndo obesos
(Nod), apds terem cruzado por seis geragdes camundongos com altos niveis de
glicose na urina. Assim sendo, os presentes resultados foram compativeis aos
encontrados na literatura, caracterizando o estado diabético dos animais
experimentais, confirmando o modeio estudado.

Para os pesos corpdreos finais médios dos animais diabéticos por aloxana
observou-se acentuada diminuicéo quando comparados aocs controles, sendo esta
relacdo estatisticamente significante. Tal resuitado, também foi demonstrado tanto
em homens considerados clinicamente diabéticos como em animais diabéticos
experimentalmente (Daubresse, et. Al., 1978, Makino, et. al., 1980, Seltalakishimi,
et. al.,1987). Isto posto, sugerimos que ¢ diabetes prejudica o metabolismo global
dos animais levando-0s a perda de peso.

Macroscopicamente, a gléndula de coagulacéo dos animais Nod destacou-
se pelo grande volume apresentado na concavidade da vesicula seminal. Essas
alteracdes puderam ser comprovadas estatisticamente através dos pesos frescos
das referidas glandulas, sendo esses aumentos significativos quando comparados
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aos observados nos grupos, controle e diabético por aloxana. Apesar da glandula
de coagulacdo, dos animais diabéticos por aloxana, ndo apresentar acentuado
aumento do volume, como nos animais Nod, numericamente o peso dessa

também foi maior em relagdo aos animais controles. Na literatura, n&o foram
encontrados estudos sobre os pesos das diferentes glandulas sexuais acessorias,
em camundongos Nod. Entretanto, alguns autores observaram redugdo geral dos
pesos das glandulas sexuais acessérias de ratos diabéticos por estreptozotocing,
inferindo que cada glandula pertencente ao complexo perdera peso (Paz, et al,,
1978; Jackson & Hutson 1984). O presente estudo € contrério aos descritos por
esses autores. Assim sendo, sugerimos que o peso aumentado da glandula de
coagulacdo, dos animais diabéticos, foi resultado do aumento dos elementos que
constituem a matriz estromal, demonstradas em niveis microscopicos no presente
estudo.

Em microscopia de luz, tanto a prostata dorsai como a glandula de
coagulacdo dos animais controles apresentaram caracteristicas morfologicas
semelhantes aos descritos por Jesik, et. al.,(1981). Ambas as giandulas nos
animais diabéticos apresentaram aparente aumento do tecido estromal,
diminui¢do do limen, afastamento entre os &cinos e diminuicéo do pregueamento
da mucosa. Cagnon, et. al.,(2000) notaram tanto o aumento do tecido estromal
como a diminuicdo do pregueamento da mucosa na prostata ventral de
camundongos diabéticos pela estreptozotocina. Entretanto, as alteragbes
referentes & diminuicdo do limen e afastamento entre 0s acinos em animais
diabéticos ndo foram encontrados relatos. Por ouiro lado, Cavazos (1975)
estudando ratos castrados, observou diminuicdo do iimen e afastamento entre os
acinos das glandulas acessodrias, atribuindo tais caracteristicas & auséncia de
testosterona. Carvalho & Line (1996) notaram aumento dos elementos estromais
(musculo liso, fibras colagenas e elasticas) apds a castrag@o de ratos e inferiram
que essas alteracbes sdo mecanismos para manter a integridade do epitélio
secretor. Dessa forma, supomos que o aumento exacerbado do estroma tanto na
prostata dorsal como na glandula de coagulacdo de camundongos diabeticos
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podem ter ocorrido na tentativa de dar suporte, impedindo a desestruturagdo do
epitélio glandular. Acreditamos também, que o afastamento entre 0s &cinos foi
resultado direto tanto do aumento dos elementos estromais como da diminuig&o

do didmetro dos acinos.

Os epitélios secretores das referidas glandulas dos animais diabéticos
apresentaram-se atrofiados quando comparados aos animais do grupo controle. A
atrofia epitelial foi demonstrada através do decréscimo celular o que pode ser
atribuido, especialmente, & diminuicdo do volume citoplasmatico. Alteragbes
semelhantes foram descritas por Hunt & Baley (1961) e Daubresse (1975) que
notaram as atrofias dos epitélios secretores das glandulas sexuais acessorias em
ratos diabéticos. Além disso, tanto Crowe, et, al. (1987) como Cagnon, et, al.
(2000), em estudos com ratos e camundongos diabéticos por estreptozotocina,
observaram atrofias dos epitélios secretores da prostata ventral caracterizada pela
diminuicdo das alturas celulares. Através da andlise morfometrica, confirmamos
que as células epiteliais sofreram reducbes significativas de volumes, os quais se
expressaram principalmente pelas atrofias citoplasmaticas. Assim sendo,
concluimos que o diabetes influenciou negativamente a estrutura tanto da prostata
dorsal como da glandula de coagulacio.

Os nicleos das células epiteliais de ambas as gléandulas dos animais
diabéticos tiveram o volume nuclear numericamente menor quando comparados
aos animais do grupo controle. Estatisticamente, ndo se evidenciou diferenca
significativa. Contudo, a forma esférica dos nlcleos apresentada nos animais
diabéticos foi estatisticamente diferente quando comparada aos dos controles, os
quais apresentavam forma eliptica. Na literatura ndo foram encontradas estudos
em animais diabéticos com relagdo ac comportamento do volume nuclear. Dessa
forma, concluimos que apesar do volume nuclear das células epiteliais dos
animais dos grupos diabéticos ndo serem estaticamente diferentes dos animais
controles, houve tendéncia desses a diminuic&o volumétrica.

Ultra-estruturaimente, a prostata dorsal dos animais controles foi
semelhante as descritas por Aumiller & Adler,1979 e a glandula de coagulagéo as
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de Cavazos, 1975; Samuel & Flickinger,1987. Dentre as alteracoes ultra-estruturais
dessas glandulas, tanto nos animais diabéticos por aloxana como nos Nod,
destacaram-se o espessamento do estroma, a desorganizagio das organelas
envolvidas no processo secretor e acentuadas reentrancias do envelope nuclear.
A prostata dorsal dos animais diabéticos apresentou espessamento dos
elementos que constituem a matriz extraceluiar quando comparados aos animais
do grupo controle, sendo essas alteragbes, destacadas nos animais
espontaneamente diabéticos (Nod). Na literatura ndo foram encontrados relatos a
respeito do comportamento da matriz extracelular da prostata dorsal de animais
diabéticos. Segundo Cagnon, et al. (2000) a prostata ventral de camundongos
diabéticos, experimentalmente por estreptozotocina, demonstrou hipertrofia dos
elementos estromais. Contudo, os autores néo especificaram quais dos elementos
apresentaram-se alterados. Por outro lado, verificou-se que tal alterag&o ocorreu
nas diferentes glandulas sexuais acessorias de roedores submetidos & castragdo
(Dahl & Kjaermin,1973; AumUller & Seitz,1979). Carvalho & Line (1996); Carvalho,
et. al.(1997) observaram aumento de fibras elasticas e colagenas do tipo IV na
matriz extracelular da prostata ventral de ratos castrados. Sabe-se que a interagéo
do epitélio glandular com a matriz extracelular é de fundamental importancia para
os diversos estagios da morfogénese, da diferenciaco celular e da fungéo geral
do epitélio secretor da préstata (Hall, 1978; Hay,1891; Hay, 1983, Treistad, 1987,
Lin & Bissel, 1993). Embora, o atual estudo ndo tenha priorizado as mudancas da
matriz extra-celular, acreditamos na hipertrofia das células musculares. Sugerimos

que tal alterac@o seja parcialmente responsavel pela manutencdo estrutural e
funcional da gléndula prostética.

As principais modificacfes caracterizadas, nas células epiteliais da prostata
dorsal dos animais diabéticos, foram & diminuicdo das cisternas do reticulo
endoplasmatico granular, a dilatac@o das cisternas do Golgi e a vacuolizacéo do
citoplasma nas regides supranuclear e apical, sendo essa Uitima, confirmada pelo
volume relativo e densidade de area. Cagnon, et,.al. (2000) observaram tais
alteragdes na prostata ventral de camundongos diabéticos pela estreptozotocina.
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Também, Aumiiller & Adler (1979) verificaram em ratos castrados, que as celulas
epiteliais da prostata dorsal apresentaram acentuada diminuigdo do reticulo
endoplasmatico granular. Segundo Aumdiller, et al. (1981) a castracdo induz a
degradagdo das membranas biolégicas das células das glandulas acessorias,
caracterizando-se pela diminuigdo das cisternas do reticulo endopiasmatico
granular, dilatac8o das cisternas do Golgi e acumule de vaciolos vazios,
demonstrando falhas no mecanismo secretor das células. Assim, inferimos que o
diabetes influenciou negativamente as organelas envolvidas no processo secretor
levando-as, além da desestruturagdo das biomenbranas & deficiéncia na

producdo, empacotamento e transporte do material produzido por essa glandula
sexual acesséria.

Quanto aos nucleos das células dessa glandula nos animais diabéticos o
envelope nuclear apresentou-se intacto, porém, com acentuadas reentrancias e
cromatina condensada na periferia. Tais caracteristicas foram observadas no iobo
ventral de camundongos diabéticos pela estreptozotocina (Cagnon, et,al.,2000).
Kubo, et al. (1998), em experimentos com ratos castrados, identificaram ndcleos
com condensacéo periférica da cromatina atribuindo tais caracteristicas aos
diferentes estagios de nlcleos das células epiteliais da préstata ventral em
processo de “morte celular programada” (Apoptose). Comparando tais
observacdes com as do presente estudo, verificamos similaridade da alteracao
comportamental dos nucleos da prostata dorsal desses animais. Assim, ficou
caracterizado que o diabetes interferiu no ciclo celular normal, provavelmente
acelerando o processo de morte celular programada.

As alteragdes ultra-estruturais da glandula de coagulagdo dos animais
diabéticos foram semelhantes &s descricbes morfologicas da prostata dorsal.
Dentre as alteragbes destacaram-se, a diminuigdo das cisternas do reticulo
endoplasmatico granular, dilatacdo das cisternas do Golgi e aumento de vacuolos
digestivos na regido apical e supranuclear, confirmados pelos volumes relativos e
densidadede drea. A literatura nao relata tais alteragdes na glandula de
coagulacdo de animais diabéticos. Por outro lado, Cavazos (1975) observou em
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ratos € camundongos submetidos & castragéo, a desorganizacao e diminuigc&o das
cisternas do reticulo endoplasmatico granular nas céluias epiteliais da glandula de
coagulagac. Assim sendo, concluimos que o diabetes influenciou negativamente o
sistema de biomembranas das diferentes organelas envolvidas no processo

secretor, prejudicando o funcionamento glandular.

No presente trabalho no fizemos a dosagem de andrégenos no soro
sanglineo. E conhecido a partir da literatura, que o diabetes causa reducéo dos
horménios gonadotréficos, com reducéo subsequente da secregde do horménio
testicular. Também, Dubresse, et, al. (1978) verificaram em homens diabéticos
baixos niveis de testosterona e dos hormdnios gonadotréficos atribuindo esses a
alteracéo do eixo hipotalamo-hipdfise-génodal (Hunt & Baley,1961). Diferentes
autores verificaram que os usos simultdneos de insulina e testosterona sao
fundamentais para a manutengdo morfoldgica e funcional da prostata
(Lostroh,1971; Sufrin e Scott,1972; Santti & Johanson 1973). Tissel & Angervall
(1977); Jackson & Hutson (1984) demonstraram recuperag&o das caracteristicas
morfo-funcionais das glandulas sexuais acessérias, sendo essa marcadamente
dependente da quantidade de insulina disponivel no soro sanglineo. Esses
autores afirmaram que as alteracbes das glandulas sexuais acessérias nos
animais diabéticos ndo ocorrem simplesmente em funcéo da diminuicdo dos niveis
de testosterona, inferindo que a auséncia de insulina deva alterar 0 mecanismo
bioguimico celular prejudicando a acdo normal do andrdgeno. Dessa forma,
inferimos que a similaridade das alteracGes verificadas ocorrem principalmente,
pelo funcionamento deficiente do eixo hipotalamo-hipofise-gdnodal.

Apés a andlise qualitativa e guantitativa das células epiteliais, das
gléndulas estudadas, demonstramos que essas alteracbes Nos animais diabéticos
Nod foram exacerbadas quando comparadas aos animais diabéticos induzidos
quimicamente por aloxana. Baseado na intensificacéo das alteracdes morfoldgicas
dos animais Nod, inferimos que a aloxana é realmente uma droga eficaz na
inducdo do diabetes e, provavelmente, ndo afeta diretamente as células das
gidndulas sexuais acessbrias. Portanto, as alteragdes descritas foram
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provenientes do estado diabético. Apesar das diferencgas, as glandulas sexuais
acessorias sofreram influéncias nocivas tanto na estrutura como na ultra~estrutura
frente ao diabetes. Presumimos que a semelhanca das alteracdes verificadas,
deveram-se a homogeneidade da dependéncia adrogénica das glandulas sexuais
acessorias (Dahl, et, al. 1973). Além disso, é conhecido que a prostata dorsal e a

glandula de coagulacdo tém em comum além das caracteristicas morfolGgicas, as

funcionais, como a produgdio da transgutaminase, proteinas dorsais | e |
(Aumuliter & Seitz, 1990, Steinhoff, et al.,1994). Apds a correlagéo da literatura ac
presente resultado, concluimos que o diabetes experimental levou a importantes
mudancas na estrutura e ultra-estrutura das células epiteliais secretoras da
prostata dorsal e da glandula de coagulagcdo de camundongos. Podendo assim,

contribuir para o decréscimo da fertilidade.
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VI - CONCLUSOES

1. Os niveis de proteina e glicose na urina dos animais diabéticos foram
elevados em relagdo aos controles, evidenciandc-se © estado diabético dos

camundongos.

2. Os animais diabéticos induzidos por aloxana tiveram peso corpdérec menor

quando comparados com 0s animais do grupo controle.

3. A glandula de coagulagdo dos animais diabéticos apresentaram hipertrofia
macroscopica bem como peso fresco maior quando comparados aos

animais do grupo controle.

4. As céluias do epitélio secretor tanto da préstata dorsal como da glandula de
coagulacdo dos camundongos diabéticos sofreram atrofia a qual foi
atribuida principaimente ao decréscimo do volume citoplasmatico.

5. Os nucleos das céluias epiteliais da prostata dorsal e da glandula de
coagulacéo dos animais diabéticos (aloxana e Nod) tiveram volume menor

quando comparados aos animais do grupo controle.

6. Os nucleos das células epiteliais dos animais diabéticos (aloxana e Nod)
acompanharam a atrofia citoplasmatica apresentando-se com formato
esférico quando comparados aos nucleos dos animais controles que

demonstraram forma eliptica.
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7. O diabetes alterou ultra-estruturaimente as organelas celulares envolvidas
no processo secretor tanto da préstata dorsal como da glandula de
coagulaca@o dos animais diabéticos (aloxana e Nod).

8. Apesar dos efeitos deletérios do diabetes sobre o epitélio secretor de
ambas glandulas observou-se continuidade do processo secretor.
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