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I. Resumo




A prostata € uma volumosa gléndula anexa do sistema reprodutor masculino de
mamiferos. O produto da secregio prostatica atinge a luz da wuretra, auxiliande a
movimentacio dos espermatozodides. Esse orgo tem despertado grandes interesses nas éreas
biologica ¢ médica devido aos inumeros problemas que poderm ocorrer principaimente durante
o processo de envelhecimento. Além disso, a gléndula prostatica ¢ um excelente modelo para
estudo das relagBes epitélio-estroma, pois a sua manutengio depende sobremaneira desta
interagio. O objetivo do presente estudo foi caracterizar histoldgica, histoguimica e ultra-
estruturalmente os componentes epitelial e estromal da prostata do gerbilo Meriones
unguiculatus adulto e velho, na tentativa de estabelecer um novo modelo experimental
diferente dos roedores classicamente utilizados. Este animal parece ser um bom modelo, pois
sua prostata, diferentemente da dos outros roedores, apresenta-se anatomicamente mais
compacta, assemelhando-se 4 préstata humana. Para o presemte estudo foram utilizadas
préstatas de gerbilos adultos (90 dias) e velhos (12 meses), que foram fixadas e incluidas para
microscopia de luz e microscopia eletrnica de transmissio. Foram feitos testes histoquimicos
para fibras colagenas (Tricrémico de Masson, Picrossirius Hematoxilina), fibras eldsticas
(Resorcina Fucsina de Weigert) e fibras reticulares (Reticulina de Goémoéri), alem das
coloragbes usuais pela Hematoxilina-eosina e pelo Azul de Toluidina. Na microscopia
eletrénica de transmissdo foram feitos os procedimentos rotineiros para a caracterizagio ultra-
estrutural de elementos do epitélic e do estroma prostatico. Os resuitados demonstraram que a
préstata, no animal adulto, apresentou 4cinos glandulares com epitélio prismatico simples e
ativos na produciio de secrecio. Entre as porgles glandulares, foi encontrado estroma
conjuntive vascularizado, com fibras colagénicas e elasticas, além de abundantes células
musculares lisas dispostas ao redor dos acinos. A histoquimica também revelou a presenca de
relativa pobreza em fibras de colageno entremeadas 8 musculatura lisa, estroma rico em fibras
reticulares e poucas fibras do sistema elastico. Por outre lado, nos animais velhos, foi
observada hiperplasia estromal, devido ac aumento na quantidade de células musculares lisas,
além de frequentes alteragBes neoplasicas. A histoquimica deixou clara a ocorréncia de
aumento na quantidade dos elementos da matriz estromal, como o colageno, as fibras
reticulares e as fibras do sistema elastico. A caracterizacdo deste sistema permitiu demonstrar

gue apresenta semelhangas com a préstata humana, fazendo deste modelo um instrumento que



se aproxima do humano e servira para a averiguacio de elementos importantes da biclogia

prostatica.
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il. Abstract
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The prostate is a voluminous gland annexed to the male reproductive system of
mammals. The product of the prostatic secretion reaches the urethra exit, helping the
movement of the spermatozoa. This organ has developed a great interest in the medical and
biological areas, because of the many problems that can occur, specially during the aging
process. Besides this, the prostatic gland is an excellent model for the study of the epithelium-
stroma relationship, since its maintenance depends greatly on this interaction. The objective of
the present study is to characterize histologically, histochemically and ultrastructurally the
epithelial and stromal compartments of the prostate of the adult and old gerbil Meriones
unguiculatus, in an attempt 1o establish a new experimental model, different from the rodents
classically adopted. This animal seems to be a good model because its prostate, differently
from other rodents’ ones, is anatomically more compact, similar to the human prostate. For the
present work prostates of adult gerbils (90 days) and old gerbils (12 months) were used, which
were fixed and embedded for light microscopy and transmission electron microscopy.
Histochemical tests were carried out for collagen fibers {(Masson’s Trichrome, Picrosirius
Hematoxviin), elastic fibers (Weigert’s Resorcin Fuchsin) and reticular fibers (Gomoéri’s
Reticulin}, as well as the usual staining methods with Hematoxylin-eosin and Toluidine blue.
At the transmission electron microscopy the routine procedures were followed for the ultra-
structural charactenization of epithelium and prostatic stroma elements. The results showed
that the prostate, in adult animals, presents glandular acimi with simple prismatic epithelium
which are active in the production of secretion. Among the glandular portions, there is a
connective stroma vascularized, with collagen and elastic fibers, together with abundant
smooth muscle cells, which were found disposed around the acini. The histochemistry also
revealed the presence of a relative poverty in collagen fibers interspersed with the smooth
muscles, a stroma rich in reticular fibers and few fibers of the elastic system. On the other
hand, in old animals, stromal hyperplasia was observed, because of the raise in the quantity of
smooth muscle cells, as well as frequent neoplasm alterations. The histochemistry clearly
showed the occurrence of a raise in the quantity of the stromal matnx elements, such as the
collagen, the reticular fibers and the elastic system fibers. The characterization of this system
allowed it to show its similarities to the human prostate, making out of this model an
instrument that 1s close to the human and will serve to the investigation of important elements

of the prostatic biology.
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Os gerbilos, também conhecidos como esquilos da Mongélia ou “clawed jirds”, so
roedores murideos da subfamilia Gerbillinae provenientes das regides aridas da China ¢ da
Mongdlia (SCHWENTKER, 1963). Introduzidos nas Américas como nova proposta de animal
experimental nos anos cinquenta por Victor Schwentker, os gerbilos, durante muito tempo,
ficaram limitados ao Estados Unidos como animais de exceléncia para a pesquisa biomédica
(ROBINSON, 1974). Nas ultimas décadas, vém sendo gradativamente introduzidos nos
biotérios das universidades brasileiras e tém assumide importante papel nos experimentos
biologicos ¢ biomédicos jumtamente com outras espécies classicas como Hattus rartus
norvegicus (rato), Mus muscullus (camumdongo/ ¢ Calomys callosus (hamster).

De anatomia similar as do rato e do camundongo, os gerbilos adultos de ambos os
sexos variam entre 11,5 e 14,5 cm de comprimento corporeo. Os machos pesam em torno de
100 gramas enquanto as f8meas pesam cerca de 85 gramas (KRAMER, 1964).

A grande vantagem destes animais, para estudos experimentais, reside no fato deles
serem consideravelmente menores que os ratos, mas essecialmente maiores que 0s
camundongos e hamsters (WILLIAMS, 1974). Estes animais tém sido amplamente utilizados
para estudos de natureza didatico-cientifica principalmente pelo fato de terem comportamento
extremamente docil em cativeiro. QOutra caracteristica importante a ser considerada é que
apresentam comportamento de micgo infrequente e, por serem de origem desértica,
consomem pouca quantidade de liquido, o que agiliza muito a limpeza das gaiolas no processo
de manutencdc desses animais em cativeire, promovendo grande asselo nas salas de
manutenc¢io dos animais nos biotérios.

Nz pesquisa cientifica, cada vez ¢ maior a utilizagdo dos gerbilos na experimentagéo
biomédica, principalmente nas areas da imunologia (NAWA ef al., 1994; JEFFERS, et al,
1984), fisiclogia (MULLER, et al., 1979, NOLAN, ef al., 1990) e crescentemente na area de
morfologia (AOKI KOMORI ef al., 1994; REDECKER, 1987 e 1991; ISHIKAWA ef al,
1977 ¢ JONES et al,, 1977).

Da morfologia do aparelho reprodutor, com énfase no complexo glandular que envolve
a prostata e vesiculas seminais, poucos dados 1ém aparecido na literatura. Estudos de GROSS
e DIDIO (1987) enfocam a morfologia e a ultra-estrutura de uma espécie muito préxima —
Praomys natalensis. Bstes autores referem-se principalmente ao compartimento epitelial da

gléndula prostatica. Outra espécie selecionada para estudos morfologicos do trato reprodutor,
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gue filogeneticamente também se aproxima da espécie Meriones unguiculatus, ¢ a espécie
Acomys, investigada no trabalho de PEITZ e colaboradores (1979}

No aparelho reprodutor masculino de Meriones unguiculotus, pode ser destacado,
anatomicamente, um par de testiculos, dos quais partem redes testiculares que prendem-se,
cada uma, a um epididimo amplamente convoluto. Estas estruturas estfc envoltas por uma
capsula conjuntiva bastante resistente. Entretanto, estes dados anatdmicos sfo bastante
rudimentares e est3o descritos em um manual para-didético de autoria de Wesley M. Williams
(WILLIAMS, 1574).

A glandula prostatica esta constituida de dois lobos amarelados, imediatamente
ventrais 4 bexiga uriniria, exatamente no ponto em que a uretra recebe dois ductos
espermaticos. Estes lobos estio ligados na juncio da bexiga com as vesiculas seminais
(WILLIAMS, 1974},

A prostata do gerbilo desperta interesse biclogico e biomédico pela sua morfologia
bastante semelhante a prostata humana, no que se refere 3 compacidade ¢ fusdo dos seus
lobos.

Este tipo de conformagdo anatdmica ndo est4 presente no rato e no camundongo, onde 0s
lobos sio bem distintos (PRICE, 1963),

Consideracdes sobre 2 prostata

Todos os mamiferos machos adultos possuem pelo menos um par de gldndulas acessorias

ac seu trato reprodutor. Estas glindulas sfio nomeadas de acordo com a sua estrutura,

posicionamento anatdmico € fungio (PRICE, 1563).

Dentre tais glindulas, as de maior importdnecia morfo-funcional para estudos
comparados $30 a prostata e a vesicula seminal. Os estudos entre 0s grupos como o dos
roedores, felinos, equinos e primatas foram iniciados nas décadas de 50-60, na tentativa de se
estabelecer comparagdes e correlagdes entre animais de laboratério e o homem. Neste sentido,
ressalta-se o trabalho de PRICE (1963), onde ¢ apresentada uma revisdo minuciosa sobre a
estrutura anatdmica da prostata desde os monotremos até ¢ homem, sendo estabelecidas

homologias e analogias entre os componentes glandulares dos diversos grupos.



Outro trabalho comparado gue visa estabelecer homologias entre amimais de
laboratério & 0 homem € o de KARR e colaboradores (1995). Os autores procuram estabelecer
comparagles entre dados de composigio bioguimica dos antigenos prostaticos especificos
{PSA) de diversas especies de roedores, primatas e oufros mamiferos de interesse veterinario
como porco € toure. Os autores concluiram serem os roedores bons modelos para comparagdes

experimentais e extrapolacfo de dados para a espécie humana.

A prostata € uma glandula thbulo-alveolar composta, com a atividade secretora
principalmente ligada 3 sua porgio alveolar. Entretanto, os ductos também podem secretar
alguns componentes para o conteudo final da secregdo prostatica (REESE er al,1986).
Entremeando as porgdes glandulares existe um estroma conjuntivo ricamente vascularizado,
com esparsas fibras conjuntivas (CARVALHO ef al, 1996) e células musculares lisas que tém
papel contractil durante a ejaculagio (ROSS er al, 1993). Neste tecido estromal, também estio
presentes nervos e terminagBes nervosas. Envolvendo este 6rgio hé uma fina capsula
fibromuscular, que confere diferentes formas ao érgfo nos diversos mamiferos ji estudados.

Os componentes glandulares de natureza epitelial e os niio glandulares de natureza
estromal assumem caracteristicas comuns nos diferentes animais independentemente do
aspecto macroscopico da glandula. Dai a grande correlaciio na homologia morfo-funcional
(PRICE, 1963 e KARR et al., 1995).

Segundo PRICE (1963), a prostata do rato € composta por um par de lobos ventrais
posicionados no istmo da bexiga e um grupo de 4cinos dorsolaterais e seus ductos. No rato, as
glandulas coaguladoras ou prostata anterior e vesiculas seminais circundam dorsolateralmente
a uretra na base da bexiga, formando um anexo anatémico separado.

Em termos de homologia com as porgBes da prostata humana, nota-se que a prostata
anterior do rato corresponde ao lobo mediano da prostata humana e a prostata dorsal do rato &
porgéo dorsal ou lobo posterior da prostata humana. As vesiculas seminais sdo equivalentes,
estrutural e funcionalmente, em ambas as espécies (SLAYTER et al, 1994).

Partindo destas homologias morfo-funcionais pode-se, entdio, buscar situacdes
experimentais, onde a andlise das respostas do epitélio ou até mesmo dos componentes do
estroma sdc avaliadas. Assim, existe na literatura trabalhos relacionados & agdio de agentes
quimicos (carcinOgenos), na prostata, como os trabathos de POLLARD ¢ LUCKERT (1987) e

aclo de agentes endogenos (hormonais) como nos trabalhos desenvolvidos por CARVALHO
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e colaboradores (1996, 1997). Desta forma, extrapolam-ge 0s resuitados para a espécie
humana.

E sabido que, durante a senescéncia do individuo, muitas alteragBes histolégicas
ocorrem na prostata, em resposta as descompensagfes hormonais comuns ao envelhecimento
{ROSAIL 1696).

No homem, as principais alteragBes estiio relacionadas com patologias severas que
levam & retenc@o urindria, as conhecidas hiperplasias benignas (DROLLER, 1997). Além
disto, podem desenvolver, na prostata do idoso, lesGes malignas como adenocarcinomas, para
as quais parece existir uma pré-dispesicio genética para o estabelecimento destas lesSes
(HAYWARD et al., 1997).

HORSFALL e colaboradores (1994) fizeram um estudo das principais alteragBes nos
componentes fibrosos do estroma prostatico em cobaio, detectando um aumento da atividade
siptética das fibras musculares lisas do estroma, que caracterizava as modificacfes fenotipicas
nestas células. Entretanto, muitas questdes estdo por serem desvendadas, pois em cobaio, uma
heterogeneidade histolégica no estroma e no epitélio foi descrita. Assim, parece interessante a
tentativa de se estabelecer novos modelos para o estudo dos efeitos do envelhecimento sobre a

prostata.
Interacies cstroma-epitélio na prostata

Durante o desenvolvimento da prostata, os complexos processos morfogenéticos
parecem exigir uma mediacdo ativa das células estromais, enquanto a manutengdo da
diferenciagio do tecido epitelial adultc parece ser regulada, em grande parte, pela matriz
extracetular (CUNBA ez al., 1985).

NEMETH e LEE (1996} e SUGIMURA e colaboradores (1986) sugerem que ©
estroma seja o primeiro alvo da agdo dos androgenos, sendo a reagio do epitélio mediada por
fatores estromais.

Os eventos morfogenéticos em 6rgdos reprodutores adultos, onde os elementos
parenquimais € estromais podem ser experimentalmente eliminados e posteriormente
regenerados a partir de precursores rudimentares, sio muitc semelhantes aos primeiros

eventos do desenvolvimento gue ocorrem no periodo perinatal (CUNHA er al, 1985} As
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interacdes a curtas distincias (paracrinas) entre epitélio e estroma, mais especificamente
entre o epitélio e a musculatura lisa ao seu redor, sfo de importéncia fundamental durante a
morfogénese no embrifc ¢ estdo claramente envolvidas na homeostase do orgio adulio
(CUNHA ef al,, 1985, HAYWARD ef al, 1997). Durante os processos de carcinogénese da
prostata, estas interagBes seriam perturbadas, causando prejuizos para o epitélic ¢ a
musculatura lisa e resultando em progressfc para um estado anaplasico (HAYWARD ez al,
1987).

Alguns trabalhos recentes, como os apresentados nos pardgrafos seguintes, tém
mostrado as alteracdes do estroma em diferentes condi¢Ses, como privagdo de andrdgenos e
em processos umorais.

CARVALHO e LINE (1996) demonstraram, em ratos, que denire as modificacdes
ocorridas na prostata apés a castracfo, pode-se observar um acumulo de membrana basal,
altamente pregueada abaixo do epitélio glandular regredido. Nestas condigBes, a membrana
basal, embora modificada estruturalmente, ainda apresentava heparam sulfato, coldgeno do
tipo IV e laminina associados.

O sistema elastico do estroma prostatico também apresenta-se modificado sob
privacio de androgenos. Apos a castragfo, observa-se um aumento relativo do niimero e da
espessura das fibras do sistema elastico, sugerindo que estas modificagbes estejam
relacionadas com a contragdo do tecido e a manutengdo da estrutura de outros componentes
da matriz extracelular durante o processo de involugio (CARVALHO e g/, 1997b).

Qutro componente identificado no estroma da prostata ventral de ratos ¢ prostata
humana € o colageno do tipo VI, que distribui-se igualmente pelo estroma, mas esta
associado principalmente a lamina basal, as fibrilas colagenas e ao redor das celulas
estromais. As microfibrilas de colageno do tipo VI formam, juntamente com as microfibnilas
do sistema elastico, uma matha ampla e flexivel. Admite-se que as microfibrilas tenham um
papel estrutural que garante a integridade do tecido sob deformaclio, pela contragio das
células musculares lisas, durante o funcionamento normal do 6rgio, e ainda que influenciem
o comportamento celular das células estromais (CARVALHO ez al., 1997a).

Tendo-se em vista o crescente reconhecimenio da importancia das relagbes entre
epitélio ¢ estroma, torna-se necessario o conhecimento, cada vez maior, dos componentes

celulares & macromoleculares do epitélio e do estroma prostatico, numa tentativa de entender
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as inter-relacdes e possiveis interacdes entre estes dois compartimentos na prostatz ¢ como

estes compartimentos se comportam durante o climatério.
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IV. Objetive
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O presente estudo tem por objetivo caracterizar histologica, histoquimica e ulira-
estruturalmente a prostata do gerbilo Meriones unguiculatus (Muridae, Gerbillinae) com
&nfase aos compartimentos epitelial e estromal, nos animais adultos e velhos, tentando

estabelecer um novo modelo experimental para os estudos da biclogia prostanca.
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Artigo 1: HISTOLOGIA, HISTOQUIMICA E ULTRA-ESTRUTURA DA PROSTATA DO
ESQUILO DA MONGOLIA, Meriones unguiculatus.

Sera feita a verso parz a lingua inglesa e submetido para a revista The Prostate.
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23



HISTOLOGIA, HISTOQUIMICA E ULTRA-ESTRUTURA DA PROSTATA DO
ESQUILO DA MONGOLIA, Meriones unguiculatus

Cristiani Zanetoni ' e Sebastifo Roberto Taboga *

* Departamento de Biologia Celular — IB — UNICAMP, CP6109 — 13084-971 — Campinas, SP. Brasil
? Departamento de Biologia — IBILCE /UNESP, 15054-000 — Sdo José do Rio Preto, SP. Brasil

Titulo resumide: Morfologia da Prostata do Gerbile

Palavras chave: gerbilo,; préstata; histoquimica; ultra-estrutura; morfologia.

Agradecimentos

Este estude recebeu suporte financeiro da FAPESP (Fundagio de Amparo & Pesquisa do
Estado de S3o Paulo, processo no. 99/04496-1).

Endereco para correspondéncia:
Dept. de Biologia
Rua Cristovio Colombeo, 2265

Jardim Nazareth — S3o José do Ric Preto, SP, Brasil
CEP: 15054-000

24



Resume

A prostata € uma gléndula anexa do sistema reprodutor masculino que tem despertado
grandes interesses nas é4reas bioldgica e médica, devido aos problemas que podem ocorrer
principalmente durante o processo de envelhecimento. O presente estudo caracterizou
histologica, histoquimica e ultra-estruturalmente os componentes epitelial e estromal da
préstata do gerbilo adulto Meriones unguiculatus, na tentativa de estabelecer um nove modelo
experimental, diferente dos roedores classicamente utilizados. Para o presente trabalho foram
utilizadas prostatas de gerbilos adultos (90 dias), fixadas e incluidas para microscopias de luz
e eletrdnica de transmissio. Os resultados demonstraram que a prostata apresentou &cinos
glandulares com epitélio prismatico simples e ativos na produgfo de secrecdo. Entre as
por¢Bes glandulares, foi encontrado estroma conjuntivo vascularizado, com fibras colagénicas
e elasticas, além de abundantes células musculares lisas dispostas ao redor dos acinos. A
anslise ultra-estrutural mostrou que o epitélic prostatico apresentou heterogeneidade entre 08
seus tipos celulares, Além disso, foi observado a disposigdo entremeada das celulas
musculares lisas as camadas de fibrilas de colageno. O presente trabalho relata dados
histolégicos, histoguimicos e ultra-estruturais da prostata do gerbilo adulto, propondo a
introducdo de um novo modelo experimental para o estudo e entendimento da biologia
prostatica. Este roedor parece ser um bom modelo de pesquisa, uma vez que sua prostata

apresentou semelhangas com a prostata humana, além de serem animais de facil manutengdo

em cativeiro.
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Introducio

Os gerbilos ou esquilos da Mongolia s#o roedores murideos, pertencentes a subfamilia
Gerbillinas e provenientes das regies da China ¢ da Mongdlia (SCHWENTKER, 1963).

A glindula prostatica desses animais é constituida de dois lobos amarelados,
imediatamente ventrais & bexiga urinaria, exatamente no ponto em que a uretra recebe dois
ductos espermaticos. Esses lobos estfio relacionados, na jungdo da bexiga, com as vesiculas
seminais {WILLIAMS, 1974},

A prostata € alvo do desenvolvimento de sérias lesdes no homem, tanto na fase adulta
quanto na sua senescéncia, por isso estudos nesse o6rglo tém despertado especial interesse para
as ciéncias bioldgica e médica. Contudo, pesguisas com material humano esbarmam em
limitages éticas, justificando a importdncia de se estabelecer novos modelos experimentais,
para assim facilitar sobremaneira a interpretacdo ¢ possibilitar a extrapolagio dos resultados a
espécie humana.

O gerbilo parece ser um bom modelo de estudo, pois sua prostata apresenta-se
anatomicamente bastante semelhante 4 prostata humana, no que se refere 4 compacidade e
fusdo de seus lobos. Por outro lado, esse tipo de conformagio anatémica ndo estd presente no
rato ¢ no camundongo, nos quais os lobos sio bem distintos (PRICE, 1963). Gutra vantagem
de se estudar esses animais reside no fato de serem consideravelmente menores que 0s ratos,
mas maiores que os camundongos ¢ hamsters (WILLIAMS, 1974). Além disso, sdo animais
com comportamento extremamente docil em cativeiro ¢ também com comportamento de
micgdo infrequente, ¢ que agiliza muito a limpeza das gaiolas no processo de manutengio
desses roedores nos biotérios.

O presente estudo caracterizou histologica, histoquimica e ultra-estruturalmente a

prostata do gerbile adulto, propondo a introdugio de um nove modelo experimental para 0s

estudos da biologia prostatica.
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Material ¢ Métodos
Animais

Para a realizacio das analises, foram utilizados 15 gerbilos (Meriones unguiculatus)
adultos com 90 dias, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual Paulista,

campus de Botucatu (SP).
Microscopia de luz

As prostatas removidas foram fixadas por imersic em Karnovisky modificado
(solugic de paraformaldeido a 2% e de glutaraldeido a 2% em tampHo fosfato Sorensen pH
7,2 - 0,1M} (GLAUERT, 1975), lavadas em 4gua, desidratadas em etanol clarificadas em
4leo de cedro, incluidas em Paraplast e seccionadas a 5 um em migrdtomo rotative manual.

Parte do material fixado em Karnovisky modificado (GLAUERT, 1975), foi incluido
em historresina Leica-historesin embbeding kit ¢ seccionado a Zum em microtome rotativo
manual. Esse material processado para historresina foi corado pela Hematoxilina-eosina.
Além desta coloracio, os cortes histologicos foram corados pelo Azul de Toluidina 0,025%
em tampio Mcllvaine pH4,0 (MELLQG ¢ VIDAL, 1980).

Os cortes histolégicos de prostatas obtidos a partir de inclusdo em Paraplast foram
corados, segundo BEHMER e colaboradores {1976), pelo Tricrbmico de Masson e pela
Reticulina de Gomori. Outras coloragbes feitas foram pelo métode do Picrossirius
Hematoxilina (JUNQUEIRA ef al, 1979) e pela Resorcina Fucsina de Weigert, com oxidagdo
prévia pelo acido peracético (GOLDFISCHER ef al, 1983).

Microscopia Eletronica de Transmisséo

Os fragmentos de prostata foram fixados com glutaraldeido 3% em tampic Millonig
pH 7,3 acrescido de 4cido tanico a 0,25%, durante 135 horas, a temperatura ambiernte. Apés a
lavagem em tamp#o, os fragmentos foram pos-fixados em solugdio a 1% de tetroxido de Osmio

em tamplo Millonig pH 7,3, durante 1 hora, & temperatura ambiente. Depois de lavados
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brevemente em scluclo tamp3o, os fragmentos foram desidratados em acetona e incluidos em
araldite (COTTA-PEREIRA et al., 1976).

Os cortes ultra-finos, de aproximadamente 50-70 nm de espessura, foram obtidos em
ultra-micrétomo automético, com navalha de diamante. Estes cortes foram contrastados pelo
acetato de uranila a 2%, por 30 minutos {WATSON, 1958) ¢ pelo citrato de chumbo a 2%,
por 2 minutos {VENABLE e COGGESHALL, 1965, modificado). As telas foram observadas

em microscopio eletrdnico Zeiss ~ EM 910.
Resultados

Analise estrutural e histoguimica

A gléndula prostatica apresentou 4cinos com epitélio prismético simples (Figuras 1-5)
e ativos na producio de secrecBo, tendo sido observada claramente a area desenvolvida do
complexo de Golgi (Figuras 3 e 5). As células epiteliais da glandula manifestaram acentuada
basofilia citoplasmatica e a area do Golgi comportou-se de maneira cromofoba (Figura 5).
Extrusdes dos granulos de secregic estavam presentes no apice das células do epitého
glandular, caracterizando a secregdo do tipo apocrina (Figuras 3 e 4).

Entre as porgdes glandulares, foi encontrado estroma conjuntivo vascularizado e com
muitas células musculares lisas dispostas ao redor dos 4cinos (Figuras 3,4, 6¢ 7).

Entremeando essa musculatura, foi observado relativa pobreza em fibras de colageno,
que se encontraram em maior concentragio na base do epitélio prostatico (Figuras 6 ¢ 7).

As fibras reticulares estavam ricamente presentes no estroma, principalmente na base

do epitélio, junto da membrana basal (Figura 8). Por outro lado, foi encontrado poucas fibras

do sistema elastico entremeando as células musculares lisas (Figura 9).
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Analise ulitrg-estrutural

A ultra-estrutura mostrou que o epitélio prostitico do animal adulto apresentou
heterogeneidade entre os tipos celulares epiteliais (Figuras 10 e 11). Foi observado dois tipos
de células secretoras, uma pouco elétron-densa € outra mais elétron-densa (Figura 11), ambas
com reticulo endoplasmético rugose e complexo de Golgi desenvolvidos. No entanto, a ¢élula
escura manifestou maior quantidade de reticulo endoplasmético rugoso e de vesiculas. Fol
encontrado também um tipo de célula ndo secretora, raramente observada, que localizava-se
na porgdc basal do epitélio, a célula basal. Além disso, muitas fibrilas de colageno foram
observadas em contato com a delgada &mina basal {(Figuras 10 e 11).

Na figura 12, observa-se a disposiciic entremeada das células musculares lisas as
camadas de fibrilas de colégeno.

A figura 13 mostra, entre as células musculares lisas, fibras do sistema elastico
associadas as fibrilas de colagenc. Em outro detalhe do compartimento estromal da prostata,

foi possivel observar claramente a presenga de tipicas fibras elauninicas, em meic as fibrilas

de colageno (Figura 14},
Discussio

Este estudo demonstrou que a prostata do gerbilo adulto apresentou 4cinos com um
epitélic prismatico simples, no qual foi observado ultra-estruturalmente dois tipos de celulas
secretoras, um tipo de célula clara e outra escura, ambas com organelas de sintese como
reticulo endoplasmético rugoso e complexo de Golgi desenvolvidos. Na célula escura, foi
encontrado maior quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso e de vesiculas. As células
basais, também observadas neste trabalho, foram descritas por ZAVIACIC (1999) como
células tronco que mantém a populacdo celular do epitélio prostatico. Em relagdo a
heterogeneidade das células epiteliais, os resultados deste trabalho podem ser comparados aos
descritos para o epitélio da prostata humana, pois células secretoras e que se comportam
diferentemente & microscopia eletrdnica também foram observadas por ZAVIACIC (1999).
Entre as porgdes glandulares fol encontrado estroma conjuntivo vascularizado e com

sbundante musculatura lisa disposta ao redor dos &cinos glandulares. Relativa pobreza em
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fibras de colageno e fibras do sistema elastico foi observada entremeando 2 musculatura lisa,
embora as fibras de colageno tenham sido encontradas em maior concentragdo na base do
epitélio prostatico. Ji as fibras reticulares estavam ricamente presentes no estroma ¢ na base
do epitélic da glandula.

Esses dados, quando comparados com os de outros roedores de laboratorio, mostram
que a disposigdo das céiulas musculares lisas ao redor dos 4cinos, na prostata do gerbilo, acaba
por restringir e confirmar os elementos da matriz extracelular em uma area restrita do estroma.
Dados obtidos por CARVALHO e colaboradores (1996 e 1997) mostraram que, em 1ato, 0
estroma apresenta fibras finas e pouco agregadas, além das células musculares lisas serem
esparsas.

Segundo PEITZ e colaboradores (1979), o camundongo da espécie Acomys cahirinus,
assim como Os raios, apresenta, no epitélio da préstata veniral, células colunares altas com
atcleo basal e forte basofilia citoplasmatica mais préxima ao niclec do que na regido apical
da célula. Por outro lado, as células epiteliais da prostata do gerbilo, guando coradas tambem
pela Hematoxilina-eosina, manifestaram acidofilia citoplasmatica e foi observado claramente
a 4rea desenvolvida do complexo de Golgi, uma vez que esta regido mostrou-se desprovida de
coloragao.

No gerbilo pertencente 4 espécie Praomys natalensis, a capsula que circunda os acinos
prostaticos é composta de células musculares lisas ¢ fibroblastos, os quais se arranjam em
camadas (GROSS ¢ DIDIO, 1987). O termo capsula empregado por estes autores refere-se ao
estroma prostatico, tecido muscular e conjuntivo, encontrado entre os acinos da prostata dos
ratos, dos camundongos, da espécie humana e do gerbilo Meriones unguiculatus mostrado nos
resultados deste estudo. Entretanto, este trabalho, adotou a terminologia “capsula™ para o
tecido fibroelastico envolvente da glandula prostatica. Em Meriones unguiculatus, as células
musculares lisas cicundam os acinos a semelhanga do descrito para Praomys natalensis.

Na prostata do gerbilo, o epitélio glandular prismatico simples e a heterogeneidade das
células desse epitélio, vista & microscopia eletrdnica, sio caracteristicas semelhantes a
prostata humana. Além disso, sdo animais que apresentam anatomicamente seus lobos
prostaticos fusionados, também a semelhanca da glandula prostatica humana; sfo roedores
com tamanho menor que o dos ratos, mas maior do que o dos camundongos e hamsters; além

de serem animais de facil manutencio em cativeiro. Assim sendo, a caracterizagio



histologica, histoquimica e ultra-estrutural da prostata do gerbilo Meriones unguiculatus

sugere a introdugdo deste novo modelo experimental para o estudo de elementos importantes

da biologia prostatica.
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Legendas das Figuras

Figuras 1-8. Cortes histologicos de prostatas processados para historresina, corados pela
Hematoxilina-eosina (Figuras 1-4) e pelo Azul de Toluidina (Figura 5). Figura 1. Visio geral
da prostata, mostrando os acinos glandulares (a) circundados pelo estroma prostético (es).
Aumento: 75x. Figura 2. Ocorréneia de vasos sangiiineos (v), no estroma da glindula. Acinos
glandulares (a). Aumento: 234x. Figuras 3 ¢ 4. Acino glandular com epitélio prismatico
simples (ep), altamente secretdrio, com a area do Golgi desenvolvida (cabeca de seta).
Observar a superficie das células epiteliais com a extrusio dos grinulos de secreciio
acumulada no apice celular (seta), indicativo de secrec@o apderina. Presenca de abundantes
céhulas musculares lisas ac redor dos acinos {cml). Figura 3, aumento: 600x Figura 4,
aumento: 750x. Figura 5. No epitélio glandular, as células apresentam basofilia citoplasmatica

acentuada e a area do Golgi € cromofoba (*). Aumento: 600x.

Figuras 6-9. Cortes histologicos de prostatas obtidos a partir de inclusBo em parafina e
corados pelas técnicas histoquimicas do Tricrémico de Masson (Figura 6), do Picrossirius
Hematoxilina (Figura 7), da Reticulina de Goméri (Figura 8) e pele método da Resorcina
Fucsina de Weigert (Figura 9). Figura 6. Detalhe da abundincia de células musculares lisas
{cml) dispostas ao redor dos acinos glandulares. Entremeando essa musculatura, encontra-se
relativa pobreza em fibras de colageno, que se mostram pouco marcadas pela técnica em azul
(seta). As fibras de coldgeno (co) estio em maior concentragdo na base do epitélio glandular
{ep). Aumento: 937x. Figura 7. Detalhe de uma por¢io da glindula, mostrando relativa
pobreza em fibras de colageno (setas), que se entremeam as células musculares lisas {cmi).
Observar a nqueza dessa musculatura lsa disposta ao redor do 4cino prostatico. Aumento:
750x. Figura 8. No detalhe, observa-se a abundancia de fibras reticulares no estroma e na base
do epitélio (setas). Vaso sangiineo (v); Epitélic (ep). Aumento: 750x. Figura 9. Notar a
presencga de poucas fibras do sistema elastico, entremeadas as células musculares lisas {setas).

Vaso sangiines (v); Epitélio (ep). Aumento: 600x.

Figuras 10-i4. Cortes ultra-finos de prostatas observados a microscopia eletrdnica de

transmissgo. Figura 10. Visfo geral do epitélio, mostrando heterogeneidade entre os tipos



celulares epiteliais ¢ uma camada de fibrilas de coligeno em contato com a lamina basal
{(seta). Nucleo da célula epitelial {n). Aumento: 4312x. Figura 11. Detalhe da base do epitélio,
mostrando dois tipos de células secretoras, célula pouco elétron-densa e célula mais elétron-
densa. A lamina basal € fina (seta) ¢ as fibrilas de colageno estdo em contato com esta regidio
{co). Célula muscular lisa {(cml). Aumento: 8400x. Figura 12, Observar a célula muscular lisa
{cml) na base do epitélio {ep), com disposi¢lc entremeada as camadas de fibrilas de colageno
{co). Aumento: 12544x. Figura 13. Aspecto ultra-estrutural da porgéo estromal da prostata,
mostrando fibras do sistema eldstico (€) associadas &s fibrilas de colageno (co). Célula
muscular lisa (cml). Aumento: 19395x. Figura 14. Detalhe de uma regifio do estroma
prostatico, revelando a presenca de tipicas fibras elauninicas (setas), em meio as fibrilas de

colageno (co). Célula muscular lisa {(cml); Epitélic (ep). Aumento: 26720x.
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Resumo

G estudo da glandula prostatica desperta muito interesse nas éreas biologica e medica,
pois a prostata € um oOrglo alvo de sérias doengas comuns ao envelhecimento do individuo,
devido ao desbalango hormonal proprio do climatério. Nesse sentido, o presente trabalho
caracterizou a histologia, a histoquimica e a ultra-estrutura de algumas alteracBes prostaticas
espontineas, ocornidas no gembilo veiho. Para este estudo foram utilizadas prostatas de
gerbilos velhos (idade de 12 meses), que foram fixadas e incluidas para microscopias de luz e
eletrbnica de transmissfio. Os resultados revelaram que a prostata sofreu alteracdes
neoplasicas intra-epiteliais, alteragBes adenocarcinomatosas nfio invasivas € também
hiperplasia estromal. Os testes histoquimicos revelaram aumento na quantidade de camadas
das células musculares lisas, das fibras colagénicas e elasticas. Através da comparagio destas
lesBes com as descritas na literatura, € possivel assumir que lesBes prostaticas de natureza pré-
maligna e maligna podem estar se desenvolvendo espontaneamente no gerbilo velho. Isto nos

leva a sugerir que o gerbilo pode ser um bom modelo para os estudos de neoplasias na

prostata.
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Introducio

Os gerbilos, roedores pertencentes 4 subfamilia Gerbillinae, foram introduzidos nas
Américas como nova proposta de animal experimental na década de cinquenta por Victor
Schwentker. A partir disso, foram feitas varias investigagSes bioldgicas e médicas, utilizando-
se esses animais como modelos de estudo (WILLIAMS, 1974; RINGLER ef al, 1972;
BENITZ ¢ KRAMER, 1965; VINCENT e ASH, 1978, VINCENT er al, 1979).

RINGLER e colaboradores (1972) relataram ocorréneia de neoplasmas espontineos em
gerbilos velhos com idade acima de dois anos. Alguns desses neoplasmas incluiram sarcoma
osteogénico, neurofibroma subcutdneo, fibrosarcomas subcutineos, leiomioma ovariano,
adenocarcinoma uterino e outros. BENITZ ¢ KRAMER (1965) encontraram no gerbilo velho
Meriones unguiculaius, com menos de dois anos de idade, tumores espontineos no figado,
testiculo, ovanio, prostata e outros. Observagdes adicionais sobre os neoplasmas espontineos,
no gerbilo velho Meriones unguiculatus, foram feitas por VINCENT e ASH (1978). que
mostraram Os prnmeiros casos, por exemplo, de adenocarcinoma cecal e teratoma testicular
nesses animais.

Uma revisdo feita por VINCENT e colaboradores {1979) discutiu o aparecimento de
doengas espontineas no gerbilo Aeriones unguiculatus, como a obesidade, diabetes,
arteriosclerose, neoplasias e outros. Nesse trabalho, os autores revisaram algumas reas da
patologia ¢ patofisiologia experimentais, nas gquais o gerbilo tem respondido
significativamente, podendo oferecer um modelo de estudo das doengas humanas.

Este trabalho apresenta dados histolégicos, histoquimicos e ultra-estruturais referentes
4 ocorréncia de alteragbes morfologicas esponténeas na prostata do gerbilo velho. Visa ser
mais um contribuinte no entendimento das lesdes prostaticas, pois acredita-se que esse roedor

seja um bom modelo experimental para estudos da biologia prostatica {(ZANETONI e
TABOGA, 2001).
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Material ¢ Métodos
Animais

Para a realizacBio das andlises, foram utilizados 135 gerbilos (Meriones unguiculatus)
velhos com 12 meses, provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Estadual
Paulista, campus de Botucatu (SP). Foram mantidos no laboratdrio dos 03 aos 12 meses de

idade, em gaiolas apropriadas para sua criagio e alimentados com ragfio Labina e 4dgua ad

libitum.
Microscopia de luz

As prostatas removidas foram fixadas por imersic em Karnovisky modificado
{solugio de paraformaldeido a 2% e de glutaraldeido a 2% em tampfo fosfato Strensen pH
7,2 - 0,1M) (GLAUERT, 1975), lavadas em agua, desidratadas em etanol, clarificadas em
Sleo de cedro e, entlio, incluidas em Paraplast e seccionadas a 5 um em micrdtomo rotative
manual.

Parte do matenal fixado em Karnovisky modificado (GLAUERT, 19753), foi incluido
em historresina Leica-historesin embbeding kit e seccionado a 2um em micrétomo rotativo
manual. Esse material processado para historresina foi corado pela Hematoxilina-eosina.
Além desta coloragdo, os cortes histolégicos foram corados pelo Azul de Toluidina 0,025%
emn tampic Mcllvaine pH4,0 (MELLO e VIDAL, 1980).

Qs cortes histologicos de prostatas obtidos a partir de inclusdo em Paraplast foram
corados, segundo BEHMER e colaboradores (1976), pelo Tricrémico de Masson e pela
Reticulina de Gomori. Outras coloragdes feitas foram pelo método do Picrossirius
Hematoxilina (JUNQUEIRA et al., 1979) e pela Resorcina Fucsina de Weigert, com oxidagiio
prévia pelo acido peracético (GOLDFISCHER ef ai., 1983).
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Microscopia Eletrénica de Transmisséio

Os fragmentos de prostata foram fixados com glutaraldeido 3% em tampio Millonig
pH 7,3 acrescido de acido tinico a 0,25%, durante 15 horas, & temperatura ambiente. Apos a
lavagem em tampio, os fragmentos foram pos-fixados em solucio a 1% de tetroxido de 6smio
em tampio Millonig pH 7.3, durante 1 hora, 2 temperatura ambiente. Depois de lavados
brevemente em solugio tampdo, os fragmentos foram desidratados em acetona ¢ incluidos em
araldite (COTTA-PEREIRA ef i, 1976).

Os cortes ultra-finos, de aproximadamente 50-70 nm de espessura, foram obtidos em
ultra-micrétomo automatico, com navalha de diamante. Estes cortes foram contrastados pelo
acetato de uranila 2 2%, por 30 minutos (WATSON, 1958) e pelo citrato de chumbo a 2%,
por 2 minutos (VENABLE ¢ COGGESHALL, 1965, modificado). As telas foram observadas

em microscopio eletronico Zetss — EM 910,
Resultados
Andlise estrutural e histoguimica

A glandula prostatica, no gerbilo velho, quando comparada com a do gerbilo adulto
(Figuras 1-4), apresentou alteragdes morfologicas, as quais caracterizaram a hiperplasia
estromal e a proliferacio das células epiteliais (Figura 2). Notou-se, no epitélio glandular,
células fenotipicamente alteradas, cujos nucléolos eram maiores e o citoplasma mais claro
(Figura 4). Além disso, comparando a figura 4 com a 3, observa-se ¢ epitélio prostatico
normal do animal vetho discretamente cubdide e a auséneia de secre¢dio apderina, sugerindo
ha\}er reducfio dessa secrecfio nesses animais.

A prostata do gerbilo vetho apresentou alteracBes adenocarcinomatosas ndo invasivas,
nas quais observou-se regides de infilirado inflamatério polimorfonuclear na regido do lume
glandular (Figura 6). Foi encontrado também lesdes fenotipicamente semelhantes as
neoplasias intra-epiteliais, isto ¢, projecdes de células epiteliais atipicas e irregularmente
dispostas no lume da gléndula (Figuras 8 e 9), inclusive com padrdo cribriforme que &

caracteristico de tal lesdo. Neste caso, o epitélio prostético mostrou projecdes & maneira de
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glandulas que ocuparam o lume glandular (Figura 5). Essas lesdes manifestaram fregiiéncias
alteradas de divisio celular, indicando natureza proliferativa (Figura 6). A hiperplasia estromal
também foi constatada, pois notou-se abundante ocorréncia de células musculares lisas (Figura
7).

Os testes histoquimicos nos gerbilos velhos, quande comparados com os realizados
nos gerbilos adultos (Figuras 10, 13, 16 e 18), mostraram que houve aumento na guantidade
das fibras da matriz extracelular, bem como maior concentracio das células musculares lisas
(Figuras 11, 12, 14, 15, 17 ¢ 19). Ocorreu aumento das fibras de coldgeno tanto na base do
epitélio, quanto entre as celulas musculares lisas (Figuras 11 e 14). As fibras de coldgeno
também mostraram-se abundantes nos cinos glandulares com alteragGes neoplésicas (Figuras
12 e 15). As fibras reticulares sofferam aumento na sua quantidade, estando presentes em
abundincia no estroma € na base do epitélio, junto da membrana basal (Figura 17). Ja as
fibras do sistema elastico também sofreram aumento na sua quantidade (Figura 19), uma vez

comparadas com as poucas fibras do sistema elastico encontradas nos gerbilos aduitos (Figura
18).

Analise ultra-estrutural

A ultra-estrutura mostrou, no epitélio prostatico do animal vetho, quando comparado
com o epitélic normal do ammal adulto (Figura 20), presenca de célula fenotipicamente
alterada, cujo nucléolo era pouco evidente e o citoplasma menos elétron denso {Figura 21).

Na figura 23, o detalbe revela a transigio do epitélic normal para o alterado, cujas
células apresentam diferentes fendtipos nucleares. Nota-se também, na figura 24, uma porgio
do epitélio glandular alterade, com pleomorfismo no fen6tipo nuclear das células, o que ¢
caracteristico de alteracGes neoplasicas.

Células em graus diferentes de degeneragio foram observadas. Estas células foram
vistas pelo aspecto aberrante do nicleo. (Figuras 22 ¢ 25).

A avalia¢do ultra-estrutural da porgdio estromal deixou claro que as células musculares
lisas apresentaram disposigdo entremeada 4s camadas de fibrilas de colageno (Figuras 26 e
27). Nesse material analisado foi encontrado, além das células musculares lisas normais,

células musculares isoladas em processo de degeneracio (Figuras 28 e 29).
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Discussao

A préstata do gerbilo fol descrita pa sua histologia, histoquimica e ultra-estrutura por
ZANETONI ¢ TABOGA (2001). Estes aspectos descritos indicaram gue a prostata desse
roedor parece ser um bom modelo para estudos experimentais neste orgo, devido certas
semelhancas com 2 glindula prostatica dos humanos, além de serem animais de facil
manutencio em cativeirc (ZANETONI e TABOGA, 2001).

() presente trabalho mostrou que o climatério pode ser responsavel pelo aumento na
incidéncia de alteragbes morfologicas espontineas na prostata dos gerbilos velhos. Neste
4rgio, detectou-se alterages neoplésicas intra-epiteliais, alteragBes adenocarcinomatosas ndo
invasivas e também hiperplasia estromal. Os testes histoquimicos revelaram o aumento na
quantidade de camadas das células musculares lisas, das fibras colagénicas e elasticas.

Durante muito tempo houve um consenso na literatura de que o processo hiperplasico
seria exclusividade dos humanos, canideos e alguns roedores maiores, como por exemplo ©
cobaio (HORSFALL er al,1994). Contudo, no modeio estudado no presente trabalho,
detectou-se aumento hiperplasico no estroma da glindula. Os dados de HORSFALL e
colaboradores {1994) indicaram que células musculares lisas podem ser as responsaveis por
parte da sintese dos elementos de matriz extracelular no estroma. No gerbilo, parece ocorrer o
mesmo fendmeno, pois organelas indicativas de secrecdo sfo observadas em abundéncia nas
células musculares lisas.

Segundo BILLIS (1995), emprega-se a denominagiico neoplasia intra-epitelial
prostatica (NIP) para lesdes atipicas do epitélio de revestimento de ductos ¢ acinos € que
teriam o potencial de serem precursoras do carcinoma invasivo. Descrevem-se quatro tipos
arquiteturais na NIP: plano, ondulado, micropapilar e cribriforme. A analise dos resultados do
presente estudo revelou ocorréncia de neoplasias intra-epiteliais prostaticas de alto grau, como
a alteracdo adenocarcinomatosa nfo invasiva e de NIP do tipo cribriforme, a qual caracteriza-
se como sendo projecdes do epitélio de revestimento glandular & maneira de glandulas que
ocupam ¢ lume acinar.

Segundo SHIBATA e colaboradores (1996), o progresso da neoplasia intra-epitelial

prostatica para carcinoma prostitico invasivo tem sido estudado no modelo de camundengo



trangénico C3(1)/Tac, parecendo ser muito similar a0 processo proposto ocorrer em humanos.
LesBes neopldsicas  intra-epiteliais, nesses camundongos trangénicos, parecem
histologicamente com as encontradas nos humanos e no gerbilo. Esse estudo relatou um
aumento progressivo do namero de neoplasias intra-epiteliais em conseqii€éncia da idade. Além
disso, a guantidade de apoptose fol um tanto baixa nas células epiteliais normais, moderada
em neoplasias intra-epiteliais de baixo grau e alta em neoplasias intra-epiteliais de alto grau e
carcinomas. Devido ao fato das neoplasias intra-epiteliais de alto grau mostrarem
caracteristicas similares as observadas em carcinomas € por essas mesmas neoplasias serem
freqiientemente encontradas contiguas ac carcinoma, esses autores concluiram que a neoplasia
intra-epitelial de alto grau € uma lesdo precursora do carcinoma prostatico nesse modelo de
camundongo trangénico.

s resultados do experimenio feito por SCHLEICHER e colaboradores (1996}
demonstraram que a administra¢io intra-prostética de um carcindgeno combinada com um
pré-tratamento apropriado parz maximizar a atividade mitogénica e testosteronma induz
adenocarcinomas de prostata. Em resumo, a administracdo intra-prostatica de N-metil-N-
nitrosuréia oferece um meio de indugdo de carcinoma prostatico em ratos.

Lesdes de natureza proliferativa e cancerosa foram descritas em ratos por POLLARD ¢
LUCKERT (1992), quando obtiveram experimentalmente prostatas cancerosas a partir de
injegBes de N-metil-N-nitrosuréia associada a injegdes intra-dérmicas de testosterona. Além
disso, esses autores mostraram a ocorréncia de neoplasmas espontdneos relacionados com ©
envelhecimento dos ratos, isto €, 26% dos ratos controles com vinte e seis meses de idade
apresentaram adenocarcinomas prostaticos espontdneos (POLLARD e LUCKERT, 1989).

COHEN e colaboradores (1994 ) também estudaram em ratos a patologia macroscépica
e microscopica de tumores do complexo prostético, induzidos pela administracio de N-metil-
N-nitrosuréia associada a testosterona. Além disso, esse trabalho observou o desenvolvimento
espontineo de adenocarcinomas do complexo prostatico em cerca de 25% dos animais idosos
pertencentes ao grupo controle.

Um importante trabalho de revisio feito por HUSS e colaboradores (2001) discutiu a
historia dos modelos de ratos ¢ de camundongos para o céncer de prostata, propondo uma

estrutura para o desenvolvimento de futuros sistemas modelos.



Os trabalhos de SCHLEICHER e colaboradores (1996}; POLLARD e LUCKERT
(1992 ¢ 1989); COHEN e colaboradores (1994); SHIBATA e colaboradores {1996); HIISS ¢
colaboradores (2001} descreveram lesBes em diferentes graus de malignidade e
caracterizaram as gradacSes histoldgicas das referidas lesSes carcinomatosas e hiperplasicas,
as quais se assemelham muito com as observadas no presente estudo. Isto permite assumir
gue lesBes desta natureza podem estar se desenvolvendo espontaneamentie na préstata do
gerbilo velho e que estas lesBes estdo ligadas ao processo de climatério neste animal.

Os achados deste trabalho sfo, neste momento, descritivos. No entanto, estudos

detalhados sobre a expressdo de genes e atividades de proteinas especificas devem ocorrer em

nosso laboratorio.
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Legendas das Figuras

Figuras 1-4 e 9. Cortes histoldgicos de prostatas processados para historresing, corados pela
Hematoxilina-eosina (Figuras 1-4) e pelo Azul de Toluidina (Figura 9). Figuras 5-8. Cortes
semi-finos de prostatas de gerbilos velhos corados pelo Azul de Toluidina. Figura 1. Viséo
geral da prostata do gerbilo adulto, mostrando os acinos glandulares (a) e o estroma prostatico
(es). Aumento: 117x Figura 2. Visjo geral da prostata do gerbilo velho, cujos acinos
apresentam proliferagio das células epiteliais (setas). No estroma da glindula, observar a
abundincia das c€lulas musculares lisas (cml). Aumento: 94x. Figura 3. Detalhe do epitélio
(ep) prismatico simples da prostata do animal adulto e das células musculares lisas (¢ml) ac
redor do 4cino glandular. Aumento: 750x. Figura 4. Detalhe do epitélio glandular no animal
velho. Observar a presenga de células fenotipicamente alteradas, cujos nucléolos so maiores
(seta) e o citopiasma mais claro. Epitélio {ep) normal, discretamente cuboide. Aumento: 937x.
Figura 5. Arranjo acinar com padrao cribriforme, caracteristico de neoplasia intra-epitelial.
Aumento: 75x. Figura 6. Alteracfo adenocarcinomatosa nfo invasiva. Regifo de infilirado
inflamatério polimorfonuclear. Célula com fendtipo apoptético pode ser observada (seta).
Metafase localizada na base do acino adenocarcinomatoso {cabeca de seta). Nota-se que o
estroma € as celulas musculares lisas (cml) nfo sofreram alteragdes. Aumento: 600x. Figura
7. Observar a abundéncia de células musculares lisas (cml) no estroma hiperplasico. Aumernto:
750%. Figura 8. Neoplasia intra-epitelial pronunciada e caracteristica, com projegdes de
células epiteliais para o lume, a semelhanga de um polipo. Atenglio para a éarea de transigdo
entre células fenotipicamente alteradas e o epitélio normal (seta). Aumento: 240x. Figura 9.

Detalhe de neoplasia intra-epitelial prostatica (nip), no 4cino glandular do animal velho.
Aumento: 600x.

Figuras 10-19. Cortes histologicos de prostatas obtidos a partir de inclusdo em Paraplast,
corados pela técnica do Tricromico de Masson (Figuras 10-12), pela técnica do Picrossirius
Hematoxilina (Figuras 13-15), pelo método da Reticuling de Gomori (Figuras 16 e 17) e pela
técnica da Resorcina Fucsina de Weigert (Figuras 18 e 19). Figura 10. No detalhe da prostata
do animal adulto, observar que © colageno (co) encontra-se em maior concentragio na base do

epitélio {ep} do que entre as camadas de células musculares lisas {cml). Aumento: 937x
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Figura 11. Nos animais velhos, o detalhe da glindula mostra a abundéncia de fibras de
colageno (co) encontradas na base do epitélio (ep) e entre as células musculares lisas {cml).
Aumento: 750x. Figura 12. Atenclo para a ocorréncia, nos animais velhos, de fibras de
colagenc entre as celulas proliferadas do nédulo neoplésico (seta). Aumento: 937x. Figura 13.
Nos animais adultos, o detalhe glandular revela a relativa pobreza em fibras de colageno
existente entre as células musculares lisas {setas). Abaixo do epitélio (ep) o colégeno encontra-
se mais evidente, Aumento: 937x. Figuras 14 e 15, Notar o aumento ocorrido na quantidade
de fibras de coldgenc tanto na base do epitélic, como entre as células musculares lisas (setas)
da prostata dos animais velhos. Ocorréncia de nodulo neoplésico intra-epitelial (nip) (Figura
15). Aumentos: 730x (Figura 14); 600x (Figura 15). Figura 16. No detalhe do orglo nos
animais adulios, observar a riqueza de fibras reticulares na base do epitehio ¢ no estroma
prostatico (setas). Epitélio {ep). Aumento: 750x. Figura 17. O detalhe da préstata dos animais
velhos mostra o aumento de fibras reticulares ocorrido na base do epriého e no estroma
glandular (setas). Epitélio (ep); Vaso Sangiineo (v). Aumento: 937x. Figura 18. Ocorréncia
de poucas fibras do sistema elastico (seta), no orgo dos amimais adultos. Epitélio (ep).
Aumento: 750x. Figura 19. No detalhe, observa-se maior quantidade de fibras elasticas (setas)
no estroma prostatico dos animais velhos, quando comparados com os animais adultos (Figura

18), principalmente entre as células musculares lisas. Epitélio (ep); Vasc sangiinec (v).
Aumento: 600x.

Figuras 20-25. Cortes ultra-finos de prostatas de gerbilos adultos (Figura 20) e velhos
(Figuras 21-25) observados a microscopia eletronica de transmissdo. Figura 20. Epitélio (ep)
prostatico normal do gerbilo adulto. No estroma glandular, células musculares lisas (oml)
dispostas ao redor do epitélio acinar. Aumento: 1200x. Figura 21. Presenca de célula
fenotipicamente alterada, no epitélio (ep) prostatico do animal velho. Aumento: 2004x. Figura
22. Seccio parcial do epitélio glandular. Notar a ocorréncia de célula em degeneracio (seta).
Aumento: 2004x. Figura 23. Detalhe ultra-estrutural da figura 8, mostrando a transicio do
epitélio normal para ¢ alterado (cabega de seta), cujas células apresentam diferentes fendtipos
nucleares {setas). Aumento: 3341x. Figura 24. Porgio do epitélio glandular alterado, com

heterogeneidade no fendtipo nuclear das células. Célula muscular lisa (cml); Fibrilas de



colageno (setas). Aumento: 4316x. Figura 25. Detalhe de uma célula em alto grau de

degeneragio. LAmina basal {(seta); Fibrilas de colageno (co). Aumento: 9300x.

Figuras 26-29. Cortes ultra-finos de prostatas de gerbilos velhos observados 2 microscopia
eletrénica de transmissdo. Figura 26. O detalhe mostra a célula muscular lisa (cml) com
disposiciio entremeada as camadas de fibrilas de colageno (co). Epitélio (ep); Lipidio (*}
Fibroblasio (f). Aumento: 20688x. Figura 27. Detalbe da porclio estromal, mostrando as
células musculares lisas (cml) em corte transversal e entremeadas as fibrilas de colégeno (co).
Aumento; 10200x. Figura 28. Seccio parcial de uma célula muscular lisa normal. Nicleo (n};
Fibrilas de colageno (co). Aumento: 6125x. Figura 29. Detalhe de uma célula muscular lisa

em degeneracfo. Observar a presenga de grénulos de lipofusina (setas). Nicleo (n). Aumento:
116Z5%.
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VI. Conclusdes gerais




1. A prostata, no animal adulto, apresenta acinos glandulares com epitélio prismatico simples
e altamente secretdrio. Entre as porgdes glandulares, encontra-se estroma conjuntivo
vascularizado, com relativa pobreza em fibras de colageno e poucas fibras do sistema eléstico,
além de abundantes células musculares lisas dispostas ao redor dos acmmos. Ultra-
estruturalmente, o epitélic prostatico apresenta heterogeneidade entre os seus tipos celulares e

o estroma glandular mostra células musculares lisas com disposiciio entremeada as camadas

de fibrilas de colageno.

2. Na prostata do gerbilo, o epitélio glandular prismatico simples e a heterogeneidade das
células desse epitélio, vista 4 microscopia eletrOnica, sfo caracteristicas semelhantes 3
prostata humana. Além disso, s8o animais que apresentam anatomicamente seus lobos
prostaticos fusionados, também & semelhanca da gléndula prostatica humana; sdo roedores
com tamanho menor que o dos ratos, mas maior do gue o dos camundongos e hamsters; além
de serem animais de fhcil manutencfio em cativeiro. Assim sendo, a caracterizagBo
histologica, histoquimica e ultra-estrutural da prostata do gerbilo Meriones unguiculatus
sugere a introducdic deste novo modelo experimental para a averiguagiio de elementos

importantes da biologia prostatica.

3. No gerbilo velho, a giandula prostética apresenta alteragdes morfologicas espontineas. Esse
6rgfc manifesta alteragGes neopléasicas intra-epiteliais, alteragGes adenocarcinomatosas nio
invasivas e tambeém hiperplasia estromal Assimi, lesdes prostaticas de natureza pré-maligna €
maligna podem estar se desenvolvendo espontaneamente no gerbilo velho, estando estas

lesbes ligadas ao processo de climatério neste animal.
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