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RESUMO

Diferente da abordagem cléssica, a prostata ndo ¢ um o6rgdo exclusivo do organismo
masculino, podendo ser encontrada nas fémeas de varios mamiferos, incluindo humanos e
roedores. A compreensdao do desenvolvimento pos-natal e possiveis processos
histopatologicos da glandula anexa da mulher sdao dificultados pela sua localizacao
anatOmica parauretral, restringindo seu estudo até entdo ao material de necropsia. Porém,
sua similaridade com a prostata do gerbilo da Mongodlia (Meriones unguiculatus)
possibilitou a utilizacdo desse animal como um adequado modelo experimental para se
averiguar as caracteristicas morfo-funcionais da glandula. A andlise dos componentes
epiteliais e estromais da prdstata nas idades jovem, adulta e senil do desenvolvimento pos-
natal, as alteracdes histopatologicas decorrentes do envelhecimento e a sua resposta
morfoldgica mediante a suplementagdo hormonal pela deidroepiandrosterona (DHEA) foi o
objetivo deste trabalho. Os resultados foram obtidos a partir das avaliagdes estruturais,
ultra-estruturais, morfométrico-estereoldogica e sorologicas (dos animais isentos de
tratamento) do 6rgdo. A glandula feminina jovem mostrou uma precocidade funcional em
comparagdo a do macho de mesma idade provavelmente associada a a¢ao do estrogeno
circulante. Enquanto que a senescéncia foi marcada pela diminuicao dos niveis séricos de
esterdides e intensifica¢do das lesdes benignas, pré-malignas e malignas ja desenvolvidas
na idade adulta, porém com menor incidéncia. A suplementagdo hormonal promoveu uma
instabilidade na homeostase glandular a partir da idade jovem induzindo o
desenvolvimento de alteracdes histopatologicas benignas e pré-malignas, além de conferir
uma supraestimulacdo das células secretoras. A existéncia de fendtipos celulares
modificados foi identificada no epitélio secretor da glandula sendo aparentemente mais
intensificado durante a idade senil e posterior a administragdo hormonal. Assim sendo, a
real condi¢ao da histopatologia prostatica ¢ alarmante, porém pouca atengao ainda ¢ dada a
essa glandula do sistema genital feminino, principalmente mediante a senescéncia e as
terapias de suplementacdo hormonal. Talvez seja necessaria uma adaptagdo da rotina
clinica ginecoldgica mediante a existéncia deste 6rgdo com o intuito de se monitorar a

glandula e prevenir possiveis desconfortos € comprometimentos a saide da mulher.
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ABSTRAT

In contrast to the classic boarding, the prostate is not an exclusive gland of the male
organism and it can be found in mammal females, including humans and rodents. The
precise comprehension of the post-natal development and possible histopathological
processes related to this gland are difficult because of its anatomical paraurethral
localization and it restricting the study in necropsy material. However, the similarity
between the Mongolian gerbil prostate (Meriones unguiculatus) and women one makes it a
good animal model to study the morphofunciotional feature of this gland. The analyse of
the epithelial and stromal components in the prostate of young, adul and old ages, the
histopathological disorders decurrent of aging and their morphological answer related to the
hormonal supplementation by deidroepiandrosterona (DHEA) were the objective of this
work. The results were based on structural, ultrastructural, morphometric-steriological
studies and hormonal analyzes (except the treated animals). The young female prostate
showed an early gland functionaly compared to the male in the same age and it was
probably associated to the serum stradiol levels. The aging was marked by the reduction of
the serum steroids and intensification of the benign, pre-malignant and malignant
histopathological alterations. Altought these same changes had already developed in the
adult age, they had lesser incidence. Hormonal supplement promoted instability of the
gland homeostasis in the young age inducing the development of benign and malign
histophatological alterations beyond the high biossinthetic stimulation on the secretory
cells. Some modificated cellular phenotypes were identifyed in the gland secretory
epithelium and it could be amplifyed during the senesce period and after the hormonal
administration. In this way, the real condition of the prostatic histopathology is alarming
and few atention is given to this gland wich is too inherent to the female genital system,
especially regarding the senescence and therapies of hormonal supplementation. Maybe it is
necessary an adaption in the female clinic routin since this female ogan exists and thus the
gland could be monitored and some discomforts and damages of the women health could be

prevented.
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INTRODUCAO

1. Desenvolvimento embrioldgico da prostata

A prostata desenvolve-se a partir do tecido embrionario denominado seio urogenital,
o qual corresponde a um tubo derivado do intestino primitivo que termina na cloaca. O
componente endodérmico do seio urogenital se diferencia no epitélio glandular e o
componente mesodérmico origina os tecidos estromais. Este tecido embriondrio, em
camundongos € ratos de ambos os sexos, origina-se no 13° dia de concepgdo sendo
indistinguivel até a 17° semana pds-concep¢ao. Enquanto em humanos sua origem ¢ dada
na 7° semana de gestagdo ndo havendo distingdo em machos e fémeas até a 10-12° semana
(Marker et al., 2003).

A morfogénese prostatica ¢ iniciada por estimulos androgénicos através do
crescimento de corddes solidos, a partir do epitélio do seio urogenital em direcdo ao
mesénquima, estabelecendo-se as subdivisdoes em lobulos (Timms et al., 1994; Cunha et al.,
1987; Kellokumpu-Lehtonen, 1985; Lowsley, 1912). Em roedores, a maioria dos ductos
ramifica-se apds o nascimento, a partir da regido proximal em dire¢do a regido distal,
distendendo-se pela mesoderme e formando os brotos ocorrendo simultaneamente a
canalizagdo do ducto e a citodiferenciagao estromal e epitelial (Wang et al., 2001). Os
corddes prostaticos se estendem pelo mesénquima como resultado da atividade proliferativa
das células epiteliais em suas extremidades (Sugimura et al., 1986). A medida que ocorre a
canalizagdo, o epitélio se reorganiza em duas populagdes celulares distintas: as células
epiteliais basais e secretoras luminais, enquanto o estroma diferencia-se na camada de
musculatura lisa que envolve o ducto prostatico e o estroma conjuntivo (Hayward et al.,
1996). As células epiteliais passam a expressar citoqueratinas 5, 8, 14 e 18 e p63 (Wang et
al., 2001).

A organogénese, diferenciacdo e atividade da prostata dos mamiferos em geral sao
dependentes de androgeno (Thomson, 2001) e das interacdes entre o compartimento
epitelial e estromal (Hayward et al., 1996; Taplin e Ho, 2001; Thomson et al., 2002; Marker
et al., 2003). O desenvolvimento epitelial ¢ estimulado pela sinalizacdo proveniente do

mesénquima, via fatores de crescimento, a partir da ativacdo androgénica (Thomson, 2001)
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influenciando a diferenciacdo das células mesenquimais em células musculares lisas e
fibroblastos, constituindo o estroma (Hayward et al., 1996).

Em embrides de fémeas de ratos e humanos, a auséncia de testosterona induz o seio
urogenital a originar a por¢ao inferior da vagina e a uretra (Shapiro et al., 2004). A camada
mesenquimal do seio urogenital passa a circundar o epitélio uretral, sendo subdividido em
trés zonas: o mesénquima periuretral, a zona mesenquimal que sofre diferenciacdo em
musculo liso e a zona que contém o mesénquima condensado ventral. Esta ultima estrutura
apresenta localizagdo andloga a préstata ventral masculina e representa o mesénquima do
seio urogenital sem a invasdo do epitélio do seio urogenital (Thomson et al., 2002).

A formagdo de brotos prostaticos € um processo constitutivo de machos e fémeas,
porém a ramificacdo e expansdo desses brotos ¢ regulada por esterdides. Em fémeas, o
isolamento entre o mesénquima condensado ventral e o epitélio uretral, provocado pela
camada de musculo liso, impede a formagdo de uma glandula prostatica desenvolvida e
lobulada (Thomson et al., 2002). Desse modo, o reduzido tecido prostatico observado em
fémeas de varias espécies € originario do seio urogenital que ndo sofreu estimulo
androgénico. No entanto, embora a prostata feminina adulta seja menor que a masculina
(cerca de 15% a 25% do tamanho da proéstata ventral masculina), ela apresenta um epitélio
secretor diferenciado e funcional (Zaviaci€ et al., 2000a; Santos et al., 2003; Custodio et al.,
2004). Como a prostata de fémeas cresce e desenvolve-se em um ambiente com baixos
niveis de androgenos (apenas 5% do total de precursores androgénicos produzidos no
organismo masculino), acredita-se que outros fatores, além desses hormonios possam atuar
no desenvolvimento ¢ manutencdo da fun¢do dessa glandula em adultos (Timms et al.,
1999). Em ambos os sexos, a interacdo epitélio-estroma ¢ mantida ao longo do
desenvolvimento pos-natal, onde os fatores de crescimento sdo importantes para a
homeostase e funcionalidade do 6rgdo. Fatores regulatorios produzidos e secretados de
modo pardcrino pelas células epiteliais agem no estroma propiciando o desenvolvimento e
manuten¢do da matriz extracelular e assim, afetando a prolifera¢do, diferenciacdo e
funcionalidade do epitélio (Untergasser et al., 2005).

O crescimento e diferenciagdo da prostata, em ambos os sexos, também sio

influenciados pelo estrogeno que pode atuar de forma indireta sobre a glandula via eixo
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hipotalamo-pituitario-gonadal, e de forma direta, através dos receptores estrogénicos
especificos presentes no 6rgao (Prins, 1997; Prins et al., 1993; Cunha et al., 2001). Em
fémeas de roedores, a morfogénese prostatica parece ser influenciada pela posicdo intra-
uterina dos animais durante a gestacdo (Clark et al., 1991; Timms et al., 1999). Assim, em
fetos femininos de ratos, o desenvolvimento de brotos prostaticos ¢ mais freqiiente quando
a gestacdo ocorre entre duas fémeas (gestagdo 2F - 67% de ocorréncia de prostata), e mais
raro quando a gestagdo ocorre entre dois machos (gestacdo 2M - 29% de freqiiéncia de
prostata). Isso acontece por que animais de gestagdo 2F e 2M apresentam diferencgas
naturais nos niveis de testosterona (T) e estrogeno (E). As fémeas com gestacdo 2F
apresentam maiores niveis de E, que ¢ o hormonio responsavel por modular os efeitos dos
androgenos sobre a prostata em desenvolvimento, induzindo um maior crescimento dos

brotos prostaticos durante a morfogénese glandular (Timms et al., 1999).

2. Prostata feminina humana

A primeira identificagdo da prostata em fémeas de mamiferos foi realizada por
Renier de Graaf (1672), no século XVII, que verificou glandulas ao redor da uretra
homologas ao 6rgdo da espécie masculina. Duzentos anos mais tarde, Alexander J.C. Skene
(1980) verificou dois ductos parauretrais que se abriam ao lado da uretra sem fungao
aparente, nomeando-os como glandulas parauretrais de Skene, as quais eram tidas como
vestigiais (Zaviacic¢ e Ablin, 2000).

Apesar do termo prostata feminina ter retomado sua utilizagdo no inicio do século
XX ainda ¢é notada uma resisténcia na clinica em aceitar sua correta nomenclatura, bem
como a sua existéncia como Orgdo funcional e suscetivel a processos patofisioldgicos
(Zaviacic, 1999).

Pouco se conhece sobre a fisiologia deste 6rgdo feminino e seu papel funcional
(Zaviaci¢ et al., 2000a; b; Santos et al., 2003; Custodio et al., 2004; Santos et al., 2006).
Pesquisas apontam (Zaviaci¢, 1993a; 1999) semelhangas nos constituintes quimicos do
liquido prostatico eliminado durante a ejaculagdo feminina com o liquido prostatico
masculino, além da detec¢do de niveis de PSA no soro e na urina de mulheres (Zaviacic et

al., 1993, Zaviaci¢ and Ablin, 2000; Schmidt et al., 2001). Ainda julga-se haver uma funcao
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relacionada ao comportamento sexual (Zaviacic, 1993), onde alguns estudos associam-na
ao ponto de Grifenberg (ponto-G), onde o estimulo deste ponto possibilita a ejaculagao
feminina (Schubach, 2002), enquanto outros pesquisadores defendem tratar-se da mesma
estrutura (Addiego et al., 1981; Hines, 2001). Ademais ¢ um o6rgdo suscetivel a lesdes
prostaticas benignas e malignas (Uzoaru et al., 1992; Zaviacic et al., 1993; Dodson et al.,
1995; Sloboda et al., 1998; Zaviaci¢, 1999 e Zaviacic et al., 2000a; Custodio et al., 2005)
semelhantes as desenvolvidas pela glandula masculina, principalmente durante a
senescéncia.

A ocorréncia da prostata feminina tem sido estendida tanto para humanos (Fig. 1),
como para roedores, sendo suas semelhancas morfoldgicas notadas através dos métodos
histologicos (Shehata 1975 e 1980; Gross e Didio, 1987; Zaviaci€ et al., 2000ab, Santos et
al., 2003, Custodio et al, 2004), histoquimicos enzimaticos e imunohistoquimicos (Tepper
et al., 1984; Wernet et al., 1988 ¢ 1992; Zaviaci¢ et al., 1997; Sloboda et al., 1998; Zaviadi¢
e Ablin, 2000). Histologicamente, a prostata feminina humana (Zaviaci¢ et al., 2000a)
apresenta-se como um conjunto de glandulas parauretrais compostas por um epitélio

secretor maduro e diferenciado com ductos inseridos em um estroma fibromuscular.

Glandula prostatica

prostata - : / \

;’-{"\.,‘ . bexiga

N ami R
Tasind

Vagina

Figura 1: Ilustragdo da localizagdo da glandula prostatica feminina no corpo

feminino humano (http://www.the-clitoris.com/spanish/html/s_index.htm).
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3. Caracteristicas morfo-funcionais da prostata feminina do gerbilo da Mongdlia
(Meriones unguiculatus) ao longo do desenvolvimento

O gerbilo (Meriones unguiculatus), também conhecido como esquilo da Mongolia
(Fig. 2), ¢ um murideo da subfamilia Gerbillinae, proveniente das regides aridas da China e
Mongolia (Schwentker, 1963), que gradativamente foi adotado em experimentos bioldgicos
e biomédicos pelo seu comportamento docil e facilidade de manejo. Segundo Cheal (1986),
a vida média deste roedor ¢ de aproximadamente 36 meses podendo se extender até os 56
meses de vida atuando assim, como um mamifero modelo para o estudo do envelhecimento.

As analises estruturais e ultra-estruturais da prostata feminina adulta (Santos et al.,
2003) revelaram semelhangas morfoldgicas com a glandula ventral do gerbilo macho adulto
(Pegorin de Campos et al., 2006) alcancando cerca de 10% do peso prostatico masculino.
Segundo Santos e colaboradores (2003), a prdstata feminina do gerbilo também apresenta
similaridade com a prostata da mulher, no que se refere a estrutura alveolar e tecidual

apontada por Zaviacic (1999).

Figura 2: Gerbilo da Mongdlia (Meriones unguiculatus).

Adicionalmente, a prostata feminina desse roedor possui uma localizacdo
parauretral, estabelecendo um intimo contato com a parede da uretra mediana e distal.
Histologicamente (Fig. 3) ¢ formada pelos mesmos componentes da prostata masculina:
unidades secretoras tibulo-alveolares e ductos inseridos numa matriz musculo-fibrosa. Os

ductos sdo revestidos por epitélio cubico simples, com um didmetro menor que as unidades
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glandulares dispostss em grupos contidos na musculatura uretral, onde desembocam. As
regides secretoras sao revestidas por um epitélio cubico ou cilindrico localizados em
posicdo distal a uretra, podendo variar em forma e tamanho. A anélise morfologica desta
glandula identifica um epitélio secretor formado por tipos celulares distintos, enquanto o
estroma ¢ constituido por células musculares lisas e por¢do ndo muscular. A musculatura
lisa organiza-se ao redor dos alvéolos e ductos, havendo eventualmente musculatura
estriada esquelética. O estroma ndo muscular ¢ ricamente irrigado por vasos sangiiineos e
apresenta uma grande quantidade de fibras colagenas, reticulares e elasticas além de nervos,

fibroblastos, mastocitos e macrofagos (Santos et al., 2003).

Figura 3: Histologia da prostata Gerbilo da Mongolia (u: uretra, gl: glandula, e:

estroma, 1: lamen, cb: célula basal, cs: célula secretora e cml: célula muscular lisa).

Assim como os demais 6rgaos do aparelho genital feminino, a manuten¢ao morfo-
fisiologica da prostata se encontra sob o controle dos hormonios esterdides também ao
longo de todo o desenvolvimento pos-natal (Zaviaci¢ 1999; Santos et al., 2006; Santos e
Taboga, 2006). Custodio e colaboradores (2004), através de estudos comparativos entre a
prostata do gerbilo de ambos os sexos, revelaram a constante e intensa atividade enzimatica
até a senescéncia da glandula feminina em relagdo ao macho, o que supostamente ¢
controlado pelos niveis de esterdides circulantes.

O projeto de pesquisa desenvolvido neste doutorado observou uma maior incidéncia

de lesdes durante essa idade fazendo com que a integridade estrutural da glandula feminina
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do gerbilo fosse alterada. Miller (2001) certificou-se que o processo de senilidade humano
promove um numero elevado de desordens patologicas resultantes da significante redugdo
nos niveis de esterdides quando comparado com mulheres saudaveis em idade reprodutiva.
De um modo geral, o processo de envelhecimento ¢ acompanhado por um decréscimo
natural da atividade endoécrina concomitante ao declinio fisiolégico que predispde o
organismo ao desenvolvimento de doengas. Segundo Chahal e Drake (2007) as glandulas
sofrem a a¢ao do envelhecimento e sendo a maioria de suas funcoes inter-relacionadas, e

com isso, a fun¢do reduzida de uma em especial podera desfavorecer as demais.

4. Precursor esteroide deidroepiandrosterona (DHEA)

A deidroepiandrosterona (DHEA) ¢ um pré-hormoénio que atua como um
reservatorio para a biossintese de androgenos e/ou estrégenos nos tecidos periféricos
(Labrie et al., 2005), como pele, tecido adiposo, mama, pulmio, endométrio, prostata,
figado, rim, epididimo e cérebro (Labrie et al., 1992; Pelletier et al., 1992, Milewich et al.,
1993, Martel et al., 1994). Todas as enzimas necessarias para essa conversao sdo expressas
nos proprios tecidos, ocorrendo a ativagdo, produgdo, metabolismo e controle do nivel
intracelular desses esterdides de acordo com a necessidade local. Com isso, a exposi¢ao dos
demais tecidos a esses produtos convertidos ¢ minimizada protegendo-os dos possiveis
efeitos colaterais (Labrie et al., 2005). A sintese e ag¢ao local desses hormonios nos tecidos
periféricos sem que sejam liberados no espacgo extracelular ou na circulacdo ¢ denominada
de intracrinologia (Labrie et al., 2001ab; Genazzani et al., 2007). Em adi¢do aos efeitos
enddcrinos e intracrinos apds conversao periférica, o DHEA também pode exercer a acao
de neuroesterdide (Genazzani et al., 2007).

Em humanos, a dinamica de secrecdo do DHEA esté relacionada com a idade. Antes
do nascimento, sua produ¢ao pela glandula supra-renal fetal ¢ intensa, apds o nascimento ha
uma involucdo da zona fetal dessa glandula e conseqiiente diminui¢do da concentracao
sérica desse precursor esterdide alcangando niveis quase indetectaveis durante o primeiro
ano de vida. Na infincia sua concentracdo permanece baixa entre os 6 ¢ 10 anos de idade,
havendo a partir de entdo, uma ativagdo de sua secre¢do, sendo esse periodo conhecido

como adrenarca. Entre os 20 e 30 anos, a concentracdo maxima desse precursor esterdide ¢
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atingida, decaindo posteriormente. Em torno dos 70 anos, seu nivel ¢ 10 a 20% do
encontrado na vida adulta caracterizando a andropausa (Palmert et al., 2001; Orentreich et
al., 1984).

No entanto, a origem fisiologica do DHEA (fig. 4) gera divergéncias entre os que
atribuem a sua secre¢do exclusivamente a glandula adrenal (Kroboth et al., 1999; Allolio e
Arlt, 2002; Labrie et al., 2001a b e 2005; Genazzani et al., 2007) e os que consideram as
gbénadas responsaveis por 50% dos seus niveis circulantes (Longcope, 1986; Pieper e

Lobocki, 2000; Buvat, 2003).

Pituitaria anterior

A Horménio
Horménio X ;
. . Adrenocorticotrofico
luteinizante .
(corticotrofina)

. Adrenal
Ovario

DHEA?
DHEA

Estradiol (deidroepiandrosterona)

Testosterona

Préstata e outros tecidos periféricos

Figura 4: Esquema ilustrando as provéaveis origens fisiologicas da
deidroepiandrosterona. (CRH = hormonio liberador da corticotrofina; LHRH = horménio

liberador do mormonio luteinizante. Modificado de Labrie et al., 2005).
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Em humanos, o controle da biossintese de todas as classes de esterdides hormonais
(Fig. 5) pertence a familia do gene da 3B-hidroxisteroide desidrogenase (33-HSD) (Labrie,
et al., 2001a b). Inumeros estudos t€ém associado o declinio dos niveis de DHEA e DHEAS
(deidroepiandrosterona sulfatada) como conseqiiéncia da diminuicdo da atividade
enzimatica da 17a-hidroxilase ou involu¢do da zona reticular da supra-renal com o

envelhecimento (Gurnel, et al 2001).
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Labrie e colaboradores (2003 e 2005) postulam que este pro-hormonio possa ser o
responsavel pela formacao intracrina de 75% do estrégeno circulante nas mulheres antes da
menopausa e 100% apos esse periodo. No homem, a secrecao de androgeno pelos testiculos
¢ continua através da vida, no entanto, a conversdo do DHEA para andrégenos tem sido
avaliada na prostata, sendo 50% desses sintetizados localmente e derivado do DHEA
adrenal (Labrie et al., 2003; Bovenberg et al, 2005).

Este precursor esterdide pode ser utilizado como estratégia para reduzir os déficits
fisioldgicos associados a determinadas doengas ou derivadas da propria senescéncia (Labrie
et al., 2005). Com isso, nas mulheres pds-menopausa, uma atenuagao dos danos fisiologicos
causado pelos déficits hormonais vinculados ao envelhecimento foi observada posterior a
administracdo desse farmaco exogeno, possibilitando assim, a manutencdo da massa dssea,
diminui¢do da adiposidade, aumento da resisténcia muscular, equilibrio do metabolismo de
glicose e insulina, manutencdo da libido e do bom humor dessas mulheres (Genazzani et al.,
2007).

Embora a fun¢do bioldgica do DHEA como precursor dos esterdides sexuais seja
clara (Labrie et al, 2001a b, 2003, 2005 e 2006a), ainda ndo foi identificado seu receptor
nuclear ou de membrana permanecendo seu mecanismo de acao sob investigacdo (Arnold e
Blackman, 2005). Muitos dos seus efeitos tém sido exercidos via receptor de andrégeno
e/ou estrogeno apos sua conversio enzimatica nesses hormonios sexuais (Labrie et al, 1998,
2001a), embora uma afinidade direta por esses receptores ja foi demonstrada (Tan et al.,
1997; Martin et al.,, 2004). No entanto, muitas discussdes a respeito de sua agdo
androgéncia (Labrie et al., 2006b) ou estrogéncia (Chen et al., 2005; Arnold et al., 2005)

diverge o meio cientifico.
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OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo investigar os aspectos morfo-fisiologicos da

prostata feminina do gerbilo Meriones unguiculatus nas idades jovem, adulta e senil,

mediante:

1 - a regulagdo hormonal associada ao desenvolvimento e envelhecimento da

glandula;

2 - aos efeitos da suplementagdo hormonal pela deidroepiandrosterona (DHEA).

3 - as distintas populacdes celulares do compartimento epitelial da glandula.
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ABSTRACT

Different to the classic view, the prostate is not a gland exclusive to the male, also being an
organ of the female genital system presenting morphofunctional similarity between human
and rodent. Thus structural, ultrastructural, morphometric-stereological of the female
prostate (Skene’s paraurethral gland) and steroid serological levels were evaluated during
young, adult and senile ages in the Mongolian gerbil. The morphofunctional precocity of
the gland in comparison with the male one occurred in young gland is probably associated
to the female circulating steroid levels. The hormonal imbalance in senesce coincides with
its susceptibility to histopathological lesions, such as epithelial hypertrophy, metaplasia and
intraepithelial neoplasia. Differently from male, the aging degeneration of female gland
involves the accumulation of lipofuscin-granules. However, the alterations in senile
prostate did not damage its functionality. These analyses reinforce the use of this
experimental model for the comprehension of glandular morphofunctional aspects with
special attention to senescence. Thus, the appreciation of this organ becomes relevant to

avoid future discomfort to women's health.

Keywords: female prostate, Mongolian gerbil, aging, steroids hormones, histopathology,

ultrastructure.
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INTRODUCTION

Contrary to the classic view, the prostate is not an exclusive organ to the male and
can be found in females of various mammal species, including humans and rodents. The
first identification of this gland in human females was accomplished by Renier de Graaf
(1972), who denominated it the female prostate, in the seventeenth century, but 200 years
later; Alexander J.C. Skene renamed it Skene’s paraurethral gland (Skene, 1880). The term
female prostate was readopted at the beginning of the twentieth century (Zaviaci¢, 1999),
despite the resistance noted in clinical medicine in accepting its nomenclature, as well as its
existence as a functional organ that is susceptible to pathophysiological processes. Two
important contributions concerning female prostate were published by Mahoney (1940) and
Price (1942). The former work investigated the occurrence of this gland in female Wistar
rats and point to the embryological development.

Little is known about the physiology of prostate in females (Zaviaci¢ et al., 2000a,b;
Santos et al., 2003 and 2006; Custodio et al., 2004) and its contribuition to the physiology
of female genital tract. Researches point to similarities (Zaviaci¢, 1999) in the chemical
constituents of prostatic secretion eliminated during female ejaculation to male prostatic
one, besides the detection of PSA (prostatic specific antigen) in serum and in urine of
women (Schimidt et al., 2001). Some studies have associated it with the Gréafenberg spot
(G-spot), which when stimulated enables the release of female ejaculate by the prostate
(Schubach, 2002), and some reports have considered as the same structure (Addiego et al.,
1981; Hines, 2001). Furthermore it is an organ attacked by benign and malignant prostatic

pathologies (Uzoaru et al; 1992; Dodson et al., 1995; Sloboda et al., 1998; Zaviaci¢, 1999;
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ZaviacCi€ et al., 2000a,b) similar to those developed by the male gland, principally during
senescence.

Analogy between the female gland in several animals with humans can be
ascertained based on histological (Shehata, 1980; Gross and Didio, 1987; Zaviaci¢ et al.,
2000a,b; Santos et al.; 2003; Custédio et al., 2004; Santos and Taboga, 2006),
histochemical (Flamini et al., 2002), enzymatic and immunohistochemical methods
(Wernet et al. 1982; Tepper et al., 1984; Sloboda et al., 1988; Satoh et al., 2001).

According to Santos and collaborators (2003), the female prostate of the rodent
Meriones unguiculatus possesses paraurethral localization, establishing an intimate contact
with the median and distal wall of the urethra. Histologically, it is formed by the same
tissue components as the male prostate: glands and ducts inserted in a muscular-fibrous
matrix. Thus, adult female prostate of this rodent has been described as an excellent model
for investigating the factors involved in the homeostasis, functionality and morphology of
the gland. However, a detailed approach of epithelial and stromal components of the gland
in different ages of the postnatal development is still necessary. Thus, the structural,
ultrastructural, morphometric-stereological and serological characteristics of the gerbil
female prostate were evaluated in the ages of postnatal development: young (1 month),
adult (4 months) and senile (18 months) and the main processes were interpreted in

comparison with that one previously described to male organ.
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MATERIAL AND METHODS

Animal and Sample Preparations

Forty-five female gerbils (Meriones unguiculatus, Gerbilinae: Muridae) were
employed for this analysis being fifteen animals utilized for each phase of postnatal
development: young (1 month), adult (4 months) and senile (18 months). The animals were
maintained under conventional conditions of temperature and humidity (25°C, 40-70%
relative humidity, 12-hr light/12-hr dark), with free access to ration and water. After being
anesthetized by CO; inhalation, the animals were weighed and immediately decapitated.
Blood samples from some of them were collected for serological analysis, and the urethra
and adjacent tissues, including prostate gland were dissected out, weighed, and fixed
according to different protocols, as described below. Animal care was performed according
to the ethical guidelines of the Commission for Ethics in Animal Experimentation (CEEA)
at the University of Campinas (UNICAMP), Sao Paulo, Brazil (process Nr 1213-1). The
experiments were realized in the Microscopy and Microanalysis Laboratory, Department of

Biology, IBILCE, Sao Paulo State University, Sao José do Rio Preto, Sao Paulo, Brazil.

Serological analysis

Circulating serum testosterone, estradiol and dehydroepiandrosterone (DHEA)
levels were determined by immunochemical assays. After animal’s decapitation, blood was

colleted and the serum was separated by centrifugation (3,000 rpm) and stored at -20°C for
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subsequent hormone assay. The determination of serum testosterone levels was performed
by luminescence immunoassay (mouse anti-testosterone antibodies — Johnson & Johnson,
Orthoclinical Diagnostics Division, USA) in an automatic analyzer: Vitros-ECi (Johnson &
Johnson, Orthoclinical Diagnostics Division, USA) for ultrasensitive chemiluminescence
detection. The intra-assay and inter-assay variation were 4.6 and 4.3%, respectively. The
tests are linear from 0 to 30 ng/mL (detection level). The sensitivity was 0.1-150ng/ml for

testosterone, and 0.1-3814pg/ml for estradiol and for DHEA.

Structural analysis

The urethra plus adjacent prostatic tissue were fixed by immersion in Karnovsky's
solution (5% paraformaldehyde, 2.5% glutaraldehyde in 0.1M of phosphate buffer, pH 7.2),
for 24 hours. After fixation, the tissues were dehydrated in ethanol gradient and embedding
was performed in glycol methacrylate resin (Historesin embedding kit; Leica, Nussloch,
Germany), and cut into 3 um sections with a Leica RM2155 automatic rotatory microtome.
Histological sections were stained with hematoxylin-eosin (H&E) for general
morphological analysis, periodic acid & Schiff (PAS) for localization of neutral
carbohydrates (Behmer et al.,, 1976), picrosirius-hematoxylin for collagenous fibers
(Junqueira et al., 1979), Weigert's resorcin-fuchsin modified for elastic fibers (Santos et al.,
2004), Gomori's reticulin for collagenous and reticular fibers (Gomori, 1937), the Feulgen
reaction for nuclear phenotypes (Mello and Vidal, 1978) and AgNOR for nucleolus
(Howell and Black, 1980) study. The specimens were analyzed with a Zeiss-Jenaval (Zeiss-

Jenaval, Jena, Germany) or Olympus BX60 light microscope (Olympus, Hamburg,
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Germany) and the images were digitalized using the Image-Pro Plus version 4.5 for

Windows software.

Morphometric-stereological analysis

Haematoxylin-eosin stained sections of the thirty random prostatic fields per animal of each
postnatal phases of development were analyzed. The morphometric-stereological analyses
were carried out using Weibel’s multipurpose graticulate with 130 points and 60 test lines
(Weibel, 1978) to compare the relative proportion (relative volume) of each prostatic tissue
component (epithelium, lumen and stroma). The absolute volume of the female prostate
was determined by multiplying the relative volume values of the prostate compartments by
the prostate weight. This parameter was based on the determination that 1mg of prostate
fresh tissue had a volume of approximately Imm”® (Vilamaior et al., 2006).

For the morphometric analyses, 200 random measurements of the epithelium height
and the thickness of the smooth muscle layer that surrounds each alveolus were also
obtained.

Karyometric evaluation was carried out using Feulgen reaction-stained
sections. Nuclear areas, perimeters, and the form factor = [4 @ x nuclear area / (nuclear
perimeter)’] parameter were determined for 200 nuclei of the epithelial secretory cells in
each postnatal development age. The form factor parameter measures nuclear roundness in
such a way that values < 1 are associated with nuclei that are more rounded (Taboga and

Vidal, 2003).
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Ultrastructural Analysis

The prostatic fragments were fixed by immersion in 3% glutaraldehyde plus 0.25%
tannic acid solution in Milloning’s buffer, pH 7.3, containing 0.54% glucose for 24 hours.
After washing with the same buffer, they were post-fixed with 1% osmium tetroxide for 2
hours, washed again, dehydrated in graded acetone series and embedded in Araldite resin
(Cotta-Pereira et al., 1976). Ultrathin sections (50-75nm) were cut using a diamond knife
and contrasted with 2% uranyl acetate for 30 minutes, followed by 2% lead citrate in
sodium hydroxide solution for 10 minutes. The samples were evaluated with a LEO-Zeiss

906 transmission electron microscope operated in 80kV.

Statistical analysis

All the statistical tests were performed with Statistica 6.0 software (StarSoft, Inc.,

(Tulsa, OK). The quantitative results were expressed using the mean =+ standard deviation

and the ANOVA and Tukey honest test for significance difference (HDS) were applied and

p < 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Biometrical evaluations
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Body weight suffered a significant increase about 33g in adult age and 40g from this
age to the senescent. In spite of this, the weight of prostate tissue adjacent to urethra had
doubled in adult animals and it reached greater value with aging. The relative weight of the

old prostate showed a growth of 23%. (Table I)

Hormonal levels

The circulating DHEA, testosterone and estradiol levels had greater concentration in
adult age when compared to the young and senile. The DHEA and estradiol levels had a

significant decline on senescent age (Table I).

Morphological analysis

The female prostate gland in the three ages of postnatal development exhibited its
alveoli and ducts surrounding the urethra and inserted in the vascularized and innervated
fibromuscular stroma (Fig. 1).

The gland of young and adult animals did not show structural (young: Fig. 1A - F
and adult: Fig. 1G - I) and ultrastructural differences (young: Fig. 2A - F and adult: Fig. 2G
and H), and could thus be described in a similar pattern. The young animal prostate was
composed by dilated alveoli forming a distinct lumen (Fig.1A - G) delimited by an
epithelial compartment (Fig. 1G). The secretory or luminal cells exhibited uniform
distribution and voluminous aspect with nuclei predominantly basal (Fig. 1B — D, G and H)

and merocrine secretion mainly in its apical portion (Fig. 1B and I). These cells, together
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with the basal cells, of smaller size and bordering the basal membrane, composed the cubic
or columnar simple epithelium (Fig. 1G). Ultrastructurally, the secretory and basal cells
showed a well-developed endomembranes system (Fig. 2) and an elevated number of
mitochondria (Fig. 2C and G). In the secretory cells these organelles were often
concentrated on the apices (Fig. 2B). The secretory cells nuclei are voluminous, exhibiting
decondensed chromatin (Fig. 2A - C) and conspicuous nucleoli with variable number at
young age (Fig. 1C) and a smaller number on adult. (Fig. 1H).

A continuous basement membrane delimitates the secretory of the stromal
compartment (Fig. 1E). The ultrastructural analyses of the stroma evidenced slender smooth
muscle cells (Fig. 2B, E and H) with innumerous caveolae, mitochondria and other
synthetic organelles such as endoplasmic reticulum and Golgi apparatus (Fig. 2E and H).
The fibroblasts (Fig. 2A and E) also presented functional phenotype with synthetic
organelles distributed to the restricted cytoplasm, amply occupied by nucleus. The fibrillar
components of stroma were constituted by collagen bundles (Fig. 2H) and and thin elastic
system fibers (fig. 1F). This sparse fibrillar arrangement were distributed among concentric
and packed layers from smooth muscle cells and fibroblasts (Fig. 2E) that surround the
glandular alveoli, also being able to group adjacent to the basal lamina (Fig. 2A, B and H).

The structural (fig. 1J - P) and ultrastructural analyses (fig. 3A — H and 4A - G) of
the senile gland revealed cells with distinct phenotypes (Fig. 1J) in relation to the preceding
ages and disarrangement of the epithelial (Fig. 1J and L; 4A) and stroma (Fig. 1J; 4B, C ¢
G) compartment. The architectural of the alveoli was disordered by metaplasias (Fig. 1J, M
and L), dysplasias (Fig. 1J) and prostatic intraepithelial neoplasias, which presented a

complex pattern forming intraepithelial arcs and originating the microlumen structures (Fig.

32



1L). Basal cells apparently were visible in greater proportion compared to the young and
adult phases (data not shown). The secretory cells presented a pleomorphic phenotype (Fig.
3A — C and 4A) confirmed by ultrastructural analyses, accompanied by an intense
accumulation of heterogeneous secretory multi-vesicular bodies which confer a fragmented
aspect to the cell besides the high concentration of lipofuscin-like deposits (Fig. 3A - D)
dispersed throughout the cytoplasm. In spite of that, cellular activity was apparently not
injured given the occurrence of merocrine (Fig. 1N) and apocrine secretion (Fig. 3G). In
addition to the secretory phenotype, the epithelial cells showed polymorphous nuclei (Fig.
10 and 4A) with decondensed and dispersed chromatin (Fig. 3B) and numerous evident
nucleoli (Fig. 10 and 3B). The adhesion of secretory cells, such as desmosomes (Fig. 3E)
and hemidesmosomes (Fig. 3F), were intact. This last exhibited probably points of rupture
(fenestrations) with protrusions from the epithelial cells basis into the stroma (Fig. 3H)
enabling contact between the two compartments.

The stroma of the senile gland was afflicted by a desmoplasia characterized for the
thickness and disordering of its constituents (Fig. 1P; 4A — C, E and G) visible not only in
the subepitelial region (Fig. 3B; 4A and B) but also among the stromal cells associating to a
possible remodeling of the compartments where the projections of the epithelial cells were
intermixed by the stroma components (Fig. 4B and B). Unlike the young and adult animals,
the smooth muscle cells in senile ones presented phenotypical spine-like cytoplasmic
projections (Fig. 4C, G). An increase contractile elements (Fig. 4F) and caveolae (Fig. 4B
and D) were observed in these cells. Even with signs of cellular aging dispersed by
cytoplasm (ceramide-like granules) the secretory apparatus of stromal cells was not

structurally compromised (Fig. 4E and F).
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Stereological analysis

Although the stroma was the most prominent compartment in all ages considering
the relative volume values, its absolute volume decreases with aging (Table 1). The
counterparts of epithelium and lumen were equivalent in all ages, either in terms of relative
or absolute volume (Table 1). However, the adult and senile female gland presented an
increase about 10% in relative volume of the epithelial and luminal compartment, in

comparison with young organ while the stroma decreased about 10 to 17%.

Morphometrical analysis

The secretory epithelium presented a gradual thickening during postnatal
development while the layer of muscular cells was higher only in adult age. However, the
subepithelial layer of collagen fibers suffered gradual enlargement almost tripling with the
aging. These alterations were statistically significant (p < 0.05).

The data regarding karyometric analysis indicated a significant decrease of nuclear
area and perimeter of the young secretory cells until senescent age being more accentuated
between young and adult gland. The form factor had significant reduction in adult age

(Table I).

34



DISCUSSION

The comprehensive morphological analysis of Mongolian gerbil female prostate in
different postnatal ages confirmed its similarities with the ventral lobe of male prostatic
complex, either as epithelial or stromal cell populations. Although such resemblance has
already be verified to the adults (Santos et al., 2004) the present description emphasize that
this also applies to young and senescent ages. However, comparing the
morphophysiological alterations during aging between both sexes (Pegorin de Campos et
al., 2006), some crucial differences and similarities were noted, as emphasized below.

Firstly, as indicated by ultrastructural analysis, the female gland is active as regard
the secretory activity in all the ages studied, including the young, whereas in the male organ
a peak of secretion occurs from the adult age (Custodio et al., 2004). Thus, it was observed
that the epithelial and stromal compartments of the gland in young gerbils were
morphologically developed and differentiated. The intense epithelial metabolism was
evidenced by abundance of cytoplasmic organelles involved with protein secretion,
decondensed chromatin, numerous conspicuous nucleoli and high amounts of mitochondria.
In addition, stereological data showed that relative volume of epithelium and lumen are
equivalent in all ages investigated. Then, the morphological and quantitative data presented
herein pointed to the functional precocity of female prostate in the gerbil in comparison to
the male one (Pegorin de Campos et al., 2006). Furthermore, these data corroborated
previous studies based on quantification of acid phosphatase activity which indicated the
maturity of enzymatic apparatus and intense secretory activity already in the young female

prostate and the maintenance of constant secretory levels during all phases of post natal
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development (Custddio et al., 2004). The pioneering studies in rat have shown that female
prostates develop a functional state in young animals and regresses at approximately 40
days of age (Mahoney, 1940; Price, 1939; 1942). Certainly, female prostate in the gerbil is
not temporarily functional but exhibits a differentiated histological organization and a
steady activity along all phases of postnatal development. The present results as well as
previous ones with this species (Santos et al., 2003) evidenced no variations along the
ductal system as regard the secretory activity. This feature is not common to all female
prostates investigated up to date, since Flamini and colleagues (2002) described a
differential secretory activity between ducts and alveoli of plain viscacha. Despite the
particularities among species, the functionality of the female prostate is nowadays a
consensus (Zaviaci¢, 1999).

The present results indicate that the aging process led to a perturbation in glandular
architecture of female prostate characterized mainly by disarrangement of the secretory
epithelium and phenotypic alterations in its cells. Thus, some ageing events well known to
the male prostate also occurred in the female organ of this rodent, such as hypertrophy,
degenerative and pathological lesions. Prostate hypertrophy was indicated by the increase
of approximately 23% in prostate relative weight along the aging and it is probably due the
increase in epithelial compartment, as indicated by stereological and morphometrical
analysis. Hypertrophy of secretory epithelial cells detected to the prostate of old animals
may reflect an overload of waste material and an increase in the size of the remaining
functional organelles, since these events are frequent consequences of ageing (Terman et

al., 2007).
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The senescent gland presented heterogeneous vesicular bodies that confer it a
fragmented appearance, besides its innumerable lipofuscin-like granules. The granules are
also denominated aging pigment and act as a biomarker of aging characterized by their
electron-density, osmiophilic properties and preferential localization around the cellular
nucleus although in this study they were dispersed throughout the cell. This pigment
represents a polyhedral intralysosomal material that cannot be degraded by lysosomal
hydrolases nor undergo exocytosis, being constituted of degraded lipidic and oxidated
proteic residues (Terman and Brunk, 2004a). The accumulation of lipofuscin-like granules
causes a compromise in autophagic lysosomal function; consequently their progressive
deposition diminishes the adaptability of the cell and promotes the development of age-
related diseases (Terman and Brunk, 2004b). Then, the gradual accumulation of these
biological wastes in post-mitotic cells results in proportional diminution of cell
functionality and progressive degeneration (Terman et al., 2007). It is possible to suggest
that for this species the aging of female prostate is accomplished by degenerative
mechanism involving mainly lipofuscin deposition, whereas in male the lipid degeneration
is predominant (Pegorin de Campos et al., 2006).

The main histophatological alterations observed in aging were epithelial such as
secretory-cell metaplasia and dysplasia and hyperplasia. Areas containing these epithelial
lesions were interspersed with regions of non-compromised epithelium in the same alveoli,
indicating that such cellular disorders were not homogeneous in the gland. The senescent
gland exhibited several signs of atypical epithelial cell proliferation causing an epithelial
disarrangement and formation intraepithelial arcs which surrounding microlumens.

According to World Health Organization Classification of Tumor (2004) descriptions, this
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histological alteration is classified as a pseudocribriform pattern of prostatic intraepithelial
neoplasia and considered a malignant disease. A fenestration of the basal membrane was
also noted at ultrastructural level in the old gland making possible leakage of secretory cells
into the stroma which can characterize the malignance pathology (Man et al., 2005).
Although there is restricted knowledge with respect to histopathology that develops in the
female prostate, its monitoring is of great clinical importance. Researchers (Sloboda et al.,
1998; Chan et al., 2000) documented that urethral adenocarcinomas are of prostatic origin,
where these neoplastic cells installing in determinate organs of the female reproductive
system, besides propagating them by the bloodstream. At present, diverse works have been
published reporting the occurrence of cancers of the urethra in postmenopausal women.
These adenocarcinomas are PSA-positive and present the same architectural pattern of
prostate cancer observed in men (Sloboda et al., 1998; Islam et al., 2001; Kato et al., 2005).
To our knowledge, these data focusing aging of female prostate are the first to show the
relationship between aging and incidence of premalignant and malignant epithelial lesions
in this rodent experimental model and pointed this rodent as a satisfactory model for
investigation of the prostate diseases.

Despite some nuclear (decline in nuclear area, perimeter and form factor) and other
epithelial alterations above mentioned, the ultrastructural examination of senescent gland
revealed the integrity endomembranes synthetic organelles and the increase in relative
volume of secretion (lumen) are strong indicatives that physiological contribution of this
gland was not harmed with aging.

The stroma relative and absolute volumes decreased progressively during ages

investigated with a thickness of smooth muscular cell layer in adult and subepithelial
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collagen layer in old animals. The ultrastructural analysis displayed this fibrillar thickness
accompanied also by the disarrangement between stromal cells showing the desmoplasia
phenotype in the senile gland. Therefore, despite the decrease in stroma during aging, the
remodeling of this compartment is analogue to the male organ (Horsfall et al, 1994).

As the prostate in females grows and develops in an environment of low levels of
androgens, it is believed that other factors besides these hormones can act in its
development and maintenance (Price, 1939; Mahoney, 1940; Timms et al., 1999).
However, the mechanisms responsible for physiological regulation of mature female
prostate (Santos et al., 2006), as well as the possible alterations during aging are still
unknown. The precocious maturation of the female prostate was initially correlated with
androgenic stimulation from adrenal and ovaries (Price, 1939). Transplantation experiments
also indicated that this gland is responsive to testicular androgens (Price, 1942). Recently, it
was revealed that exogenous testosterone lead to an increase in cell proliferation in gerbil
female prostate, but an apparent reduction in secretory activity after prolonged
administration (Santos et al., 2006). In addition, the elevation of estrogen in such
experiments was accompanied by the decreased expression of PSA-related antigen, what
suggest a negative correlation between circulating estrogen and epithelial secretion. The
present results reveal that DHEA and estrogen practically did not change among ages,
undergoing a discrete but not significant decrease at senescence. Major hormonal variations
were detected to circulating testosterone which proportionally changed from 3:8:1 in
young, adult and senile animals. This probably suggests that secretory activity to the female

prostate require low androgen threshold than male organ. On the other hand, it is possible
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suggest that several histophatological alterations during senesce can be correlated to high
estrogen levels.

In conclusion, the structural and ultrastructural characteristics, as well as the
morphometric-stereological and serological analyses, shown through the study of the
female prostate in the Mongolian gerbil in young, adult and senescent ages could confirm
the link of its early functional maturity to steroids levels and its susceptibility to
histopathological processes. In addition the structural and histophatological similarities
with the women gland (Zaviaci¢, 1999) reinforce the potentiality of this animal as an
excellent experimental model for the comprehension of female prostate morphofunctional
aspects. That is relevant because at the present, the studies of the gland in women were
available only in postmortem conditions. In this context, the appreciation of this gland, also
inherent to the female genital system, during its postnatal development is of great

importance to avoid futures discomforts to women's health.
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LEGENDS

Table I: Quantitative analyses of the young, adult and senile female prostate. 'Data of the
body, relative body and prostate weights (n = 15/age), being that relative body weight
correspond to the ratio between the weight of the prostate and that of the whole body and
relative weight variation is shown with respect to the control, which was taken as 100%.
>34Gtatystic data relative to morphometric-stereological analyses. "DHEA, testosterone and
estrogen serological levels (n = 5/age). Values represent mean = SD and superscript letters

(a’b’c) represent statistically significant differences between the ages (p< 0.05).

Figure 1: Structure and histochemical aspects of the female prostate: Young (A - F),
adult (G - 1) and senile (J - P) animals. A: General vision of the paraurethral (U = urethra)
localization of the female prostatic gland (G) constitute by epithelium and stromal (S)
compartment. Smooth muscular cell layer (SMC) and lumen (L). H&E. B, I and N: Detail
of the apical portion of the epithelium cell (EP) with merocrine secretion (*). PAS. C, H
and O: Epithelial cells (EP) with its evident nucleoli stainning by AgNOR. D: Detail of
secretor epithelium (EP) with metaphase cell (arrow) evidenced by Feulgen reaction. E:
Reticular fibers arrangement (arrows) staining by GOmori reticulim, below continuous
basement membrane (arrow-head) lining the epithelium (EP) and stromal (S) compartment.
Collagen (*). F: Elastic fibers (arrows) of the glandular stroma staining by Weight resorsin
fucsin. G: General aspect of the gland compartment epithelial (EP) formed by secretory
cells (SC) and basal cell (BC) inserted in stroma (S) with smooth muscular cell (SMC) and
blood vessel (BV). H&E. J: Alveoli with dysphasia. Epithelial (EP) cell proliferation (**).
Clear cells (*) and stroma (S). H&E. L: Prostatic intraepithelial neoplasia (PIN) with
cribriform pattern (arrow-head) displaying intraepitheal arches and microlumens (arrows).
H&E. M: Detail of the tall columnar epithelium (EP). H&E. P: Denser layer collagen fibers

(CO) evidenced red color due Hematoxin-picrossirius stain around glandular the alveoli.
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Figure 2: Ultrastructure of the female prostate: Young (A - F) and adult (G - H) animals.
A, B and G: Epithelium compartment constituted by secretory cells (SC) and basal cells
(BC) with voluminous nucleus (N). Stroma with smooth muscular cells (SMC), fibroblast
(F) and collagen fibers (CO). Mitochondria (MT) usually in the cellular apical portion.
Lumen (L). Scale bar: 2.0um, 2.6um and 2.0 pm, respectively. C: Secretory epithelium cell
(SC) and basal (CB) with biosynthetic organelles: mitochondria (MT), rough endoplasmic
reticulum (RER), Golgi complex (GC) and nucleus (N). Scale bar: 1.1um. D: Abundant
Golgi stacks of the basal cell (Amplification Fig. C) with abundant cisternae. Scale bar:
3.3um. E and H: Stroma showing fibroblasts (F) and fusiform smooth muscular cell
(SMC) intermixed by collagens fibers (CO). Caveolae (arrows), mitochondria (MT) and
basement membrane (BM). Scale bar: 8.6um and 5.6um, respectively. F: Continuous
basement membrane (arrow-head). Mitochondria (MT) e collagen fibers (CO). Scale bar:

9.3um.

Figure 3: Ultrastructure of the senile female prostate. A and B: Secretory cell with
accumulation of secretory vesicle (arrows) and ceramide-like granules (*). Nucleus (N),
nucleoli (NU), mitochondria (MT), rough endoplasmatic reticulum (RER), smooth
muscular cell (SMC), collagen fibers (CO) and microvilli (M). Scale bar: 2.6um and
2.0um, respectively. C and D: Detail of apical and basal portion, respectively, of the
secretory cell with several secretory vesicle (arrows) and synthesis organelles, like: smooth
(ser) and rough (RER) endoplasmatic reticulum opposing to the ceramide-like granules (*)
that are biomarker of cellular aging. Scale bar: 7.2um and 4.3um, respectively. E: Detail of
the desmosome (arrows) between adjacent epithelium cells. Scale bar: 4.6um. F:
Hemidesmosomes (arrows) can the adhesion among basal cell (BC) and basement
membrane (BM). Scale bar: 3.6um. G: Blebs of the epithelium cell characterized apocrine
secretion. Mitochondria (MT). Scale bar: 2.6um. H: Fenestration in the basement
membrane (BM) (discontinuous line) with cytoplasmatic protrusions addressed to stroma.

Mitochondria (MT) and collagen fibers (CO). Scale bar: 3.6um.

45



Figure 4: Ultrastructure of the senile female prostate. A: Pleomorphic secretory cell (SC)
of glandular epithelium surrounded by denser layer of the subepithelial collagen (CO)
limited by basement membrane (BM). Nucleous (N). Scale bar: 2.6um. B: Structural
rearrangement of prostatic compartments seen cellular projection of the secretory cells (SC)
in direction to denser collagen (CO) layer, beside of smooth muscular cell (SMC) and
elastin deposits (*). Basement membrane (BM), caveolaes (arrows) and mitochondria
(MT). Scale bar: 7.2um. C: Modificated phenotypes of the smooth muscular cell (SMC)
showing citoplasmatic projections intermixed by elatin deposits. Caveolae (arrows). Scale
bar: 2.8um. D: Detail of the smooth muscular cell (SMC) with voluminous nucleous (N)
and innumerous caveolae (arrows) along the cell membrane. Mitochondria (MT). Scale bar:
2.8um. E: Fibroblast (F) below subepithelial collagen (CO) layer and dilated cisternae of
rough enoplasmatic reticulum (*). Epithelium (EP). Scale bar: 2.8um. F: Ceramide-like
deposits (*) associated with lipid droplets (arrows) and abundant contractile elements (**)
scattered in the cytoplasmatic of smooth muscular cell. Scale bar: 3.6um. G: Smooth
muscular cells (SMC) exhibiting the wrinkled contour with numerous short, irregular spine-

like projections. Scale bar: 9.3um.
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Table | Ages of posnatal development
young adult senile
Biometry’
Body weight (g)* 31.32+ 2.0 64.7b+24 7110+ 2.4
Prostatic complex weight (g)* 0.06 2 + 0.006 0.12b+ 0.009 0.15b+0.013
Prostatic relative weight (%) 0.0172+ 0.0001 0.002°+0.0001 0.002° +0.0001
Variation of relative weight (%) - +9.85 +23.06
Stereology? — Relative volume — RV (%) and Absolute volume - AV (mm3)
Epithelium Rv* 23.72+1.3 30.1b+ 2.5 3216+ 25
AV* 0.014+ 0.0001 0.036°+0.0002 0.048° +0.0001
Lumen RV 222+24 28.9+35 32.0+35
AV 0.013+0.0001 0.035+0.0001 0.048+0.0002
Stroma Rv* 53.12+ 2.6 41.00+2.8 35.9b+29
AV* 0.0322+0.0008 0.049° +0.0002 0.052"> +0.0002
Morphometry3(um)

Height of secretory cells*

Thickness of smooth muscle layer

Thickness of collagen fiber layer®

Karyometry*
Nuclear area (um?2)*
Nuclear perimeter (um)*

Nuclear form factor*

Hormone levels®
DHEA (ng/ml)*
Testosterone (ng/ml)

Estrogen (pg/ml)*

10.62+ 0.3
6.52+ 0.2
1.12 + 0.04

14.22 + 0,2
1492+ 0.1
0.792 £ 0.06

2.162+ 0.1
0.60% + 0.08
22502+ 1.6

12.50+ 0.4
7.3°+0.2
1.8+ 0.08

11.2b+ 0.2
13.6°+ 0.1
0.75° + 0.06

2.662+ 0.3
1.482+ 0.5
25.022+2.9

13.16+ 0.5
6.32+ 0.3
2.9+ 0.1

10.4c+ 0.3
12.9¢+0.2
0.75° £ 0.07

1.52° + 0.1
0.18°+ 0.05
18.56° + 2.0
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RESUMO

Os o¢rgaos femininos regulados por hormoénios esterdides sdo alvos de estudos
principalmente durante a senescéncia. Apesar da prostata feminina ser um Orgdo
influenciado pelos hormdnios e suscetivel a lesdes, poucas sdo as informagdes sobre essas
histopatologias. Assim, considerando a similaridade morfo-fisiolégica da prostata da
mulher com a do gerbilo, o objetivo deste trabalho foi identificar as alteragdes
histopatologicas espontaneas que se desenvolvem neste roedor a fim de fornecer subsidios
ao entendimento das histopatoligias que acometem a prostata da mulher. Os aspectos
estruturais, ultra-estruturais, morfométrico-estereologicos, soroldgicos e a quantificagao da
incidéncia, multiplicidade e porcentagem de alvéolos acometidos pela lesdo foram
analisados. Lesdes benignas, como a hiperplasia benigna prostatica, prostatites, micro-
calculos e calculos prostaticos, lesdes pré-malignas como as neoplasias intraepiteliais de
alto grau, e as malignas como o adenocarcinoma foram identificadas na glandula adulta,
porém esse perfil histopatoldgico foi intensificado com a senescéncia estando associado a
diminui¢do dos niveis dos hormonios esterdides circulantes. Enquanto as atengdes estdo
voltadas para outros 6rgaos genitais, a real condi¢do do comprometimento histopatologico
da prostata feminina ¢ alarmante. Prevengdes clinicas devem ser introduzidas ao contexto
ginecoldgico com o intuito de se monitorar a glandula e evitar possiveis desconfortos e

comprometimentos a saude da mulher.
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INTRODUCAO

O processo de envelhecimento ¢ acompanhado por um decréscimo natural da
atividade enddcrina concomitante a um declinio fisioldgico que predispde o organismo ao
desenvolvimento de patologias. Segundo Chahal e Drake (2007), as glandulas sofrem a
a¢ao do envelhecimento sendo a maioria de suas fungdes inter-relacionadas, onde a fung¢ao
reduzida de uma em especial podera desfavorecer as demais.

Atualmente, o aumento da expectativa de vida da populacdo feminina gera uma
preocupagdo em se manter as condi¢cdes adequadas de saude e bem estar das mulheres para
que desfrutem de uma qualidade de vida adequada na terceira idade. Pesquisas recentes dao
énfase a manutenc¢do dos processos cognitivos, fungdo fisica e sexual e desempenho psico-
sociais das mulheres pds-menopausa (Labrie et al., 2001; Labrie et al., 2005; Aloysi et al.,
2006) considerando que o processo de senilidade promove um numero elevado de
desordens patologicas resultantes da significante redug@o nos niveis de esterdides quando
comparado com mulheres saudaveis em idade reprodutiva (Miller, 2001).

O comportamento do aparelho genital feminimo perante o climatério ¢ alvo de
excessiva preocupagdo devido a sua dependéncia hormonal. Estudos se concentram nas
alteragdes de o6rgdos, como mamas, endométrio, ovario e utero mediante a menopausa
(Labrie et al., 2001 e 2006; Castelo-Branco e Rostro, 2006; Yeh, 2007) enquanto o
conhecimento do comportamento da prdstata durante esse periodo € escasso (Zaviacic,
1999; Santos et al., 2003 e 2006; Custodio et al., 2004).

Embora a divulgacao da existéncia da glandula feminina ter ocorrido apenas apos a
década de 80, sua descoberta por Renier de Graaf ¢ datada desde o século XVII (Zaviacic,
1999, Zaviaci¢ and Ablin, 2000). Provavelmente isso seja decorrente do fato deste 6rgdo ter
sido considerado vestigial durante o periodo em que foi intitulado por Alexander J.C. Skene
como glandula parauretral de Skene (Zaviadi¢, 1999, Zaviaci¢ and Ablin, 2000). A
ocorréncia dessa glandula tem sido relatada em fémeas de véarios mamiferos, incluindo
humanos (Zaviacic, 1999, Zaviaci¢ and Ablin, 2000) e roedores (Sheata, 1974; 1975; 1980,
Smith et al., 1978; Gross e Didio, 1987; Flamini et al., 2002, Santos et al., 2003 e 2006,

Custodio et al., 2004). Estudos apontam para semelhancas entre esse 6rgao feminino e o
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masculino no que se refere aos aspectos morfofisiologicos (Sheata 1975 e 1980; Gross e
Didio, 1987; ZaviaCi¢ et al., 2000a b; Santos et al.,, 2003, Custdédio et al, 2004),
histoquimico-enzimaticos e imunohistoquimicos (Tepper et al., 1984; Wernet et al., 1988 e
1992; Zaviacic et al., 1997; Sloboda et al., 1998; Zaviaci¢ e Ablin, 2000).

Assim como no organismo masculino (Bonkhoff e Remberger, 1998; Banerjee et
al., 2001; Leav et al., 2001; Shappell et al., 2004), discute-se a questdo de que a prostata
feminina possa ser acometida por desordens patoldgicas tanto de ordem benigna (Zaviacic,
1999) como pré-maligna e maligna. Relatos freqilientes de desordens do sistema urogenital,
cujo foco de origem ¢ a préstata, tem aumentado os cuidados e as atengdes destinados a esta
glandula (Dodson et al., 1995; Ali et al., 1995; Ebisuno et al., 1995; Sloboda et al., 1998;
Islam et al., 2001; Sharifi-Aghdas e Ghaderian, 2004; Kato et al., 2005; McCluggage et al.,
2006).

As investigacdes relativas a prostata feminina humana baseiam-se em coletas pos-
morte. Esse fato restringe o conhecimento a respeito desse 6rgao principalmente durante o
envelhecimento, fase em que hd maior predisposicdo ao desenvolvimento de lesdes
espontaneas. Porém, uma maior compreensao sobre a histopatologia da préstata feminina
tem sido possivel gragas a adocdo de modelos experimentais de roedores. Esse fato
possibilita a obtengdo de material possibilitando os estudos quantitativos, fisiologicos e
experimentos de manipulacdo hormonal (Santos et al., 2003, 2006; Santos e Taboga, 2006,
Custodio et al., 2004, 2006 e Custodio et al., 2007 submitted). Nesse sentido, o gerbilo da
Mongo6lia (Meriones unguiculatus) tem se tornado um modelo bioldgico de grande
aplicacdo para o estudo desta glandula feminina, em especial devido a semelhanca que
guarda com o 6rgdo humano.

Dessa forma, o presente estudo vem preencher uma lacuna no que se refere ao
conhecimento dos processos histopatoloégicos que se desenvolvem espotaneamente na
prostata feminina do gerbilo podendo fornecer subsidios ao entendimento das lesdes que

acometem a glandula da mulher.

MATERIAL E METODOS
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Animais e preparo das amostras

Quarenta e cinco fémeas do gerbilo (Meriones unguiculatus, Gerbilinae: Muridae)
foram empregadas para estd andlise, sendo quinze para cada fase do desenvolvimento pos-
natal: jovem (1 més), adulta (4 meses) e senil (18 meses). Os animais foram mantidos sob
condi¢des convencionais de temperatura ¢ umidade tendo livre acesso a ragdo e agua.
Depois de anestesiados com inalacao de CO; os animais foram decapitados. A manutengao
e manipulaco dos animais foram realizadas de acordo com o guia da Comissio de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade de Campinas (UNICAMP), Sao Paulo
(processo numero: 1213-1). Esse projeto foi realizado no Centro de Microscopia e

Microanalise do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias

Exatas da UNESP, campus de Sdo José¢ do Rio Preto (SP).

Andlise estrutural

A uretra e o tecido prostético* foram fixados por imersdo em solucao Karnovsky
(4% paraformaldeido, 2,5% glutaraldeido em 0,1M de tampao fosfato, pH 7,2), durante 48
horas. Apos a fixacdo, os tecidos foram lavados, desidratados em gradiente de etanol,
embebidos em resina (Historesin; Leica) e cortes de 3 um foram obtidos com o microtomo
rotatorio automatico Leica (RM2155).

Os cortes histologicos foram corados pela Hematoxilina-eosina (H&E) para anélise
morfoldgica geral (Behmer et al., 1976) e avaliacdes morfométricos-estereoldgicas, pela
reticulina de Gomori para fibras colagenas e reticular (Gomori, 1937) e pela AgNOR para

estudo nucleolar (Howell and Black, 1980).

A digitalizacdo e andlise quantitativa dos cortes histologicos foram realizadas no
sistema analisador de imagens Image-Pro®Plus versio 4.5 for Windows™ software

acoplado a um microscopio Olympus modelo BX60.

Analise nucleolar

* A prostata feminina ndo ¢ visivel macroscopicamente. De acordo com sua localizagdo, abaixo da bexiga e ao longo da parede da uretra, o isolamento do tecido

propriamente torna-se dificultado.

56



Os nucleos das células epiteliais secretoras com auséncia (zero), um, dois ou mais
que dois nucléolos corados pela técnica de impregnacdo por prata (AgNOR) foram
quantificados em 25 campos selecionados aleatoriamente por idade. O nimero de nucléolos
obtidos foi dividido pelo total de nicleos analisados nos respectivos campos. Os valores

absolutos encontrados foram convertidos em porcentagens.

Andlise da incidéncia e multiplicidade da lesdo, porcentagem de lesdes por alvéolos e perfil
de alvéolo

Para a obtencdo desses indices foi escolhido um corte histologico corado com H&E
de cada um dos 10 animais adultos e senis escolhidos aleatoriamente. O animal jovem nao
foi submetido a tais quantificagdes por ndo apresentarem nenhum tipo de lesdo. O
diagnostico das lesdes foi dado segundo Shappell e colaboradores (2004) em acréscimo a
classificagdo de Tumores do Sistema Urindrio e Orgdos Genitais Masculinos da
Organizacao Mundial da Satude de 2004. As lesdes classificadas como benignas foram as
hiperplasias prostaticas benignas, micro calculos, célculos prostaticos e prostatites, as pré-
malignas foram as neoplasias intraepiteliais prostaticas de alto grau (NIP) e as malignas, os
adenocarcinomas. Os desarranjos da arquitetura tecidual com padrio mais intenso foram
identificados como displasias. Embora as NIP possam ser classificadas pela Organizagao
Mundial da Satde (OMS, 2004) como sendo de baixo e alto grau, e ambas terem sido
diagnosticadas na glandula, apenas as de alto grau foram quantificadas.

A incidéncia (= diagnostico da lesdo / amostra) da lesdo na glandula foi dada através
da identificacdao das diferentes lesdes em relacdo ao niimero total da amostra, enquanto a
multiplicidade (= nimero de lesdes especificas / amostra) se obteve através do nimero de
vezes que cada uma das lesdes foi identificada no corte histologico analisado em relagdo ao
numero total de animais existentes analisados. A porcentagem de lesdes por alvéolos (= n°
de alvéolos que desenvolveram a lesdo especifica / n° de alvéolos presentes no corte
histologico) foi determinada pelo nimero de alvéolos que desenvolveram a lesdo em fungao
do seu niimero total existentes no corte histologico avaliado e a média do perfil de alvéolos

(= total de alvéolos da amostra analisada / total de alvéolos do grupo) foi indicada pelo
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numero de alvéolos identificado no corte histologico analisado em relagdo ao niimero total

existente em toda a amostra.

Andlise ultra-estrutural

Os fragmentos prostaticos foram fixados por imersdo durante 24 horas em
glutaraldeido 3%, 4cido tanico 0,25%, em tampdo Milloning, pH 7,3 contendo 0,54% de
glicose. Apos a lavagem com o mesmo tampao, foram pos-fixados durante 2 horas com
tetroxido de dsmio 1%, desidratados em gradiente de acetona e embebidos em resina de
Araldite (Cotta-Pereira et al., 1976). Cortes ultra-finos foram realizados em ultra-
microtomo Leica com navalha de diamante, coletados em ‘“grids”de 200 mesh e
contrastados com acetato de uranila alcodlico 2%, por 30 minutos, seguido por citrato de
chumbo 2% em solucdo de hidroxido de sédio durante 10 minutos. As amostras foram

avaliadas pelo microscopio eletronico de transmissdo LEO-Zeiss 906 a 80 Kv.

Andlise estatistica
Todas as analises estatisticas foram realizadas com o programa Statistica 6.0
(StatSoft), com o teste ANOVA e Tukey para avaliagdo da significancia, onde p < 0,05 foi

considerado significativo.

RESULTADOS

Andlises estruturais e ultra-estruturais

A analise estrutural (Fig. 1A - C) e ultraestrutural (Fig. 4Aa e B) da glandula jovem
do gerbilo ndo identificaram alteracdes histopatologicas mostrando um compartimento
epitelial desenvolvido e inserido num estroma fibromuscular vascularizado e inervado (Fig.
1A e 4A). Enquanto no compartimento epitelial (Fig. 1B e 4A) duas populagdes celulares
puderam ser notadas, a célula luminal voltada para a luz do acino e repleta de organelas
desenvolvidas (Fig. 4A e B) dispersas pelo citoplasma exibindo um fendtipo secretor ativo
(Fig. 4B) e a célula basal (Fig. 1B e 4A), apoiada na membrana basal, com escassez de

organelas (Fig. 4A). Os nuacleos dessas células secretoras mostraram cromatina
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descondensada (Fig. 4A). A membrana basal continua delimitou o epitélio uniforme e
justaposto (Fig. 4A) do estroma, o qual se encontrou rico em fibras colagénicas destacando
as reticulares (Fig. 1C). As células musculares lisas e os fibroblastos entremearam as fibras
colagenas que ndo se limitaram apenas a camada subepitelial (Fig. 4A).

Apesar de ter sido identificado na glandula adulta algumas lesdes, a documentagao
histopatologica restringiu-se a senil visto a maior incidéncia de lesdes comprometendo a
glandula. A andlise estrutural dessa idade (Fig. 2, 3, 5 e 6) indicou alteracdes
principalmente no compartimento epitelial da glandula identificando desordens benignas,
como a hiperplasia prostatica benigna (Fig. 2A), os micro-calculos prostaticos (Fig. 2B) e
os calculos (Fig. 2C), pré-malignas, como as neoplasias intraepiteliais de baixo (Fig. 2D) e
alto (Fig. 3A) grau e malignas (Fig. 3B e C).

A glandula senil exibiu um padrao displasico (Fig. 2A, C, D; 3A e B) inserida num
estroma fibromuscular denso (Fig. 2A e D; 3A). Alvéolos hiperplasicos (Fig. 2A)
apresentaram um epitélio delgado do tipo simples pavimentoso (Fig. 2B) caracterizando a
hiperplasia prostatica benigna. Enquanto outros mostraram seus lumens inteiramente
ocupados por pequenos (Fig. 2B) e grandes calculos prostaticos (Fig. 2C) além dos
infiltrados inflamatorios (Fig. 3B). Neoplasias intra-epiteliais (NIP) de baixo (Fig. 2D) e
alto (Fig. 3A) foram identificadas, sendo esta Gltima caracterizada pelos arcos intraepiteliais
que formam os micro-lumens. O extravasamento celular em dire¢do ao estroma (Fig. 3B)
indicou um possivel adenocarcinoma. Neste local as fibras colagénicas do tipo reticular se
mostraram fragmentadas (Fig. 3C).

A anélise ultra-estrutural permitiu a observacao de células epiteliais (Fig. SA, B-D
e E) e estromais (Fig. 5G) ativas independente do fendtipo celular (Fig. 5B) distinguindo
um sistema de endomembranas desenvolvido (Fig. 5B, D e E). O acimulo de granulos do
tipo lipofuscina e corpos multivesiculares secretores heterogéneos (Fig. SE) foram
observados na célula secretora. Espacos intraepiteliais (Fig. 6A e B) indicaram o
desprendimento entre as células adjacentes e a desestruturagdo da uniformidade glandular.
Pequenos cristais puderam ser identificados dispersos pelo lumen (Fig. 5B e C). O fenotipo
nuclear apresentou uma cromatina descondensada e acumulada na periferia (Fig. SA e B;

6A e C). A densa camada de colageno nao se restringiu apenas a camada subepitelial (Fig.
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5A; 6A e F) distribuindo-se também entre as células musculares lisas e fibroblastos,
contribuindo para a remodelacdo do compartimento estromal (Fig. SA e F). As células
musculares lisas (fig. 5A e F) apresentaram projecdes celulares alterando seu fendtipo
fusiforme. A membrana basal continua limitou (Fig. 5SA) o compartimento epitelial dos
constituintes estromais nas lesdes benignas, enquanto a descontinuidade da membrana basal
(Fig. 6E) possibilitou que as protusdes provenientes das células epiteliais invadissem o

estroma caracterizando aparentemente uma lesdo do tipo maligna.

Andlise nucleolar

Os nucleos das células epiteliais secretoras apresentaram uma média de 39% de
nucléolos na idade jovem reduzindo quase a metada na idade adulta, alcangando em torno
de 31% com a senescéncia sendo todas essas variagdes estatisticamente significativas.
Enquanto cerca de 83% dos nucleos na idade jovem apresentaram mais de dois nucléolos
havendo uma reducéo significativa em torno de 14% para a idade adulta (68,57 + 5,34%),
enquanto que com o envelhecimento 97% das células analisadas apresentou este fendtipo, o
que foi estatisticamente significativo. Poucos nucleos sem nucléolos foram evidenciados na
fase jovem e adulta, enquanto com a senescéncia ocorreu uma auséncia total desse fendtipo
nuclear. Nucleos com um unico nucléolo ndo apresentaram variagdo significativa entre a
iadade jovem e adulta, porém diminuiu de modo significativo com o envelhecimento.
Nucleos com dois nucléolos foram mais evidentes na célula adulta reduzindo-se de modo

significativo com a senilidade (Tabela I).

Andlise da incidéncia e multiplicidade da lesdo, porcentagem de lesdes por alvéolos e perfil
de alvéolo.

As variagdes das incidéncias de lesdes ndo foram significativas em relacdo as idades
analisadas. Na idade adulta a hiperplasia foi a lesdo de maior incidéncia (70%)
desenvolvendo posteriormente em 100% das glandulas senis. Por outro lado, a prostatite
(10%) foi menos incidente na fase adulta seguida pelas displasias (20%) e pelos dois tipos
de calculos prostaticos (30%), enquanto com a senescéncia alcangaram uma incidéncia de

20%, 90%, 30% e 30%, respectivamente. A neoplasia intraepitelial de alto grau teve uma
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reducdo de 10% em sua incidéncia com o envelhecimento (20%), enquanto o
adenocarcinoma foi incidente em 20% do tecido senil, apresentando uma elevac¢do de 10%
em relacdo a fase precedente.

Dentre as lesdes desenvolvidas na idade adulta a hiperplasia apresentou maior
multiplicidade seguida pelo célculo prostatico, neoplasia intraepitelial de alto grau, micro-
calculo prostatico, prostatite, displasias e adenocarcinoma. Com a senescéncia ocorreu um
aumento significativo dessa multiplicidade em relacdo a displasia enquanto as demais nao
mostraram alteracdo significativa.

A avaliagdo da porcentagem de lesdo por alvéolo da displasia indicou um aumento
significativo com a senescéncia, porém, para a hiperplasia, prostatite, micro calculo,
neoplasia intraepitelial de alto grau e adenocarcinoma ocorreu uma elevagdo ndo
significativa com o envelhecimento contrapondo-se a reducdo apresentada no diagndstico
do célculo prostatico.

Um aumento nao significativo do perfil de acino foi verificado entre a idade adulta e

senil (Tabela II).

DISCUSSAO

A analise detalhada da glandula prostatica feminina revelando sua espontaneidade
em desenvolver alteragdes histopatoldgicas de carater benigno, pré-maligno e maligno em
decorréncia do processo de envelhecimento foi o foco deste trabalho. Porém, essa
caracteristica nao se restringiu apenas a essa idade sendo exibida ja na glandula adulta. As
lesdes identificadas ndo foram incidentes em todas as glandulas avaliadas e nem se
restringiram a diagnosticos exclusivos por amostra, sendo identificadas intercalando regides
glandulares integras podendo ser multiplas vezes encontradas na mesma amostra € em
conjunto com outras alteragdes.

A incidéncia, multiplicidade e porcentagem de lesdes desenvolvidas por alvéolos
sdo indices que ndo haviam sido avaliados na prostata feminina. Mesmo se tratando de
dados obtidos em um modelo experimental, esses parametros sdo necessarios para se

conhecer a realidade histopatoldgica da glandula feminina.
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Segundo Santos e Taboga (2006), além das implicagdes biologicas e
comportamentais assumidas pela glandula, o principal foco de interesse sobre a prostata
feminina advém de sua capacidade em desenvolver lesdes severas durante a senescéncia.
Porém, Zaviaci¢ (1999) anteriormente afirmou que em razdo da aceitagdo do conceito
vestigial e do descrédito da importancia da glandula para a saide da mulher, muitos relatos
patologicos foram emitidos de modo impreciso, alegando-se tratar de doencas do trato
urindrio e ndo prostaticas.

A avaliagdo das lesdes prostaticas femininas foi mais voltada para o compartimento
epitelial, o qual muitas vezes ndo foi acompanhado pelo comprometimento do estroma
adjacente. O aumento do volume relativo do 6rgao durante o desenvolvimento pds-natal
ressaltando a elevada proporg¢do epitelial e a redugdo do estroma durante a senescéncia foi
avaliada por Custodio e colaboradores (2007 submetted) o que possivelmente pode estar
associado a histopatologia do compartimento epitelial.

Dentre as alteragcdes benignas observadas na glandula feminina foi constatada uma
grande dilatacdo luminal acompanhada de um epitélio simples pavimentoso. Essa
arquitetura expandida do alvéolo acrescida do epitélio metaplasico conferiu a glandula o
diagnostico de hiperplasia prostatica benigna. Folson e O’Brien (1943) relataram que essa
desordem em mulheres ¢ mais freqiiente do que reconhecida e tratada, podendo inclui-la
nos sintomas do trato urinario inferior, semelhante ao modo como ¢ reconhecida nos
homens. Essa lesdo leva a obstrucdo e retengdo urindria além de um maior
comprometimento do sistema renal, como ja foi avaliado em necropsias (Zaviaci¢, 1999).
Assim como no homem, na mulher essa doenga ¢ caracterizada pela progressiva hiperplasia
glandular e estromal (Bierhoff et al., 1997) ao redor da uretra levando as obstrugdes uro-
dindmicas (Untergasser et al., 2005). Marcelli e Cunningham (1999) acreditam que a
dindmica celular conduzida pelo aumento do nimero de células em fung¢do de sua
proliferacao e redugdo do processo de apoptose seja uma das conseqiiéncias do alargamento
do limen da prostata.

Desde a idade adulta essa hiperplasia prostatica teve incidéncia, multiplicidade e
porcentagem de lesdo por alvéolo expressiva, mas o agravamento ocorreu na senescéncia,

onde todas as glandulas avaliadas estiveram comprometidas, confirmando assim sua forte
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relagdo com a idade. No orgdo masculino, situagdo semelhante ocorre sendo a idade
avang¢ada um dos fatores de risco desencadeante dessa desordem (Griffith et al., 1998;
Carson e Rittmaster, 2003; Untergasser et al., 2005).

Os caculos prostaticos também foram diagnosticados na glandula sendo
diferenciados de acordo com suas dimensdes. Estruturas diminutas com aspecto cristaldide
dispersas pelo lumen do alvéolo foram identificados como micro-célculos, enquanto os
calculos prostaticos propriamente ditos apresentaram maiores dimensdes e revestiram toda
a luz da glandula. Ambos apresentaram a mesma incidéncia na prostata adulta e senil,
porém a multiplicidade dos microcéalculos dobrou com a senescéncia, enquanto os calculos
mostraram uma ligeira diminui¢do. Esses elementos podem ser gerados pela calcificacao
dos corpos amilidceos ou pela precipitagdo da secrecdo prostatica contribuindo para os
sintomas das doencas que também envolvem o trato urindrio inferior (Klimas et al., 1985;
Sondergaard et al., 1987; Billis, 1995). Corpos amilaceos e calculos prostaticos contendo
sais de fosfato de calcio, magnésio, potassio, carbonato de calcio e oxalato de calcio
costumam acompanhar a hiperplasia prostatica benigna no homem (Geramoutsos et al.,
2004), enquanto na fémea esse agrupamento concomitante ndo foi muito freqliente. Essas
estruturas podem atuar como um empecilho para os ductos, obstruindo os alveolos,
iniciando reacdes inflamatdrias chegando a causar abscessos.

A incidéncia e multiplicidade dos infiltrados inflamatorios também foram maiores
com a senescéncia. Essa lesdo benigna foi identificada tanto no limen da glandula como no
intersticio ao redor dos alvéolos e também associada ao adenocarcinoma. Zaviaci¢ (1999)
expos que durante muito tempo essas infec¢des provenientes da prostata feminina foram
conhecidas como sindrome uretral feminina e tratadas como doengas da uretra. Apds a
ligeira conscientizacdo sobre a importancia dessa glandula, a infec¢do foi denominada de
prostatite, sendo semelhante ao macho, e submetida a terapéuticas adequadas. Atualmente
sabe-se que a infeccdo mais comum do trato urinario feminino, a cistite, tem seu foco de
origem na prostata em funcdo de uma comunicagdo existente entre a prostata, a uretra e a
parede anterior da vagina. Assim, quando ocorre a inflamacdo da prostata (prostatites ou
Skenites) essa infeccdo pode se disseminar por todo o trato reprodutor feminino,

caracterizando as conhecidas utero-prostato-cistites.
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A proliferacdo andmala de células epiteliais foi observada na glandula adulta (30%)
ocorrendo uma leve diminui¢do de sua incidéncia (20%) e aumento de sua multiplicidade
com o envelhecimento. Essa proliferacdo celular alterada ¢ definida como uma lesdo pré-
maligna (Lippman e Hong, 2002a b) conhecida como neoplasia intraepitelial prostatica
(NIP) sendo classificada como de baixo e alto grau (OMS, 2004) em consequéncia de sua
complexa arquitetura morfoldgica e anormalidade celular.

No entanto, a disting@o entre a NIP de baixo grau, o epitélio normal e a hiperplasia
epitelial ¢ dificil ser realizada, segundo a Organizagdo Mundial da Saude (2004), além do
que, segundo relatos clinicos, esse tipo de proliferacdo celular pode involuir ndo
significando uma lesao potencial para a glandula. Dessa forma, apesar das provaveis NIP de
baixo grau ter sido identificada com esse estudo, apenas as de alto grau foram consideradas
para a analise. As NIP de alto grau sdo lesdes heterogéneas constituidas por células
volumosas com nucléolos poeminentes sendo que através do arranjo assumido pelas células
proliferadas ¢ possivel descrever quatro diferentes padroes morfoldgicos, havendo as NIP
com organizagdo plana, em tufos, como micropapilas e os arranjos cribiformes (Billis,
1995; Bostwick et al., 2000; Shappell et al., 2004; OMS, 2004). O modelo cribiforme de
lesdo ¢ caracterizado pela formagao de arcos intraepiteliais na glandula que estabeleceram
os “micro lumens” (Brawer, 1992) e sdo considerados um caso extremo de natureza pré-
maligna que pode ser confundido com o cancer de prostata (Mostofi et al., 1992).

Mesmo com as lesdes benignas e pré-malignas desenvolvidas no 6rgdo, a andlise
ultra-estrutural das células secretoras e estromais ndo mostraram o comprometimento de
sua atividade permanecendo o sistema de endomembranas integros e funcionais. Custodio e
colaboradores (2007 submetted) verificaram que apesar da existéncia dos granulos do tipo
lipofuscina e da sua aparéncia fragmentada em fun¢ao dos corpos vesiculares heterogéneos
dispersos pelo citoplasma celular, a glandula prostatica senescente ¢ ativa. Ao se comparar
a atividade da enzima fosfatase acida entre as prostatas do gerbilo em ambos os sexos,
Custodio e colaboradores (2004) também demonstraram que a atividade secretora da
glandula feminina se mantém constante durante a senescéncia confirmando a

funcionalidade celular durante essa idade.
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Em conjunto as demais lesdes verificadas no tecido prostatico feminino,
adenocarcinomas foram identificadas em 10% das glandulas femininas ainda na fase adulta,
tendo sua incidéncia dobrada e sua multiplicidade triplicada com a senilidade. Segundo
Zaviaci¢ (1999) a incidéncia do adenocarcinoma prostitico feminino ¢ muito baixa,
provavelmente devido ao reconhecimento tardio da funcionalidade da glandula, aliado ao
diagnostico impreciso gerado durante muitos anos em funcao do acometimento de outros
tecidos genitais femininos, como a uretra. Porém, técnicas imunohistoquimicas detectaram
que este tecido ¢ o foco de origem de muitos canceres de uretra (Huffman, 1951; Zaviaci¢
et al., 1993; Dodson et al., 1994; 1995; Ali et al., 1995; Ebisuno et al., 1995; Sloboda et al.,
1998; Islam et al., 2001; Sharifi-Aghdas e Ghaderian, 2004; Kato et al., 2005; McCluggage
et al., 20006).

O desenvolvimento de histopatologias na glandula feminina requer atencao, pois a
invasdo das células alteradas a partir deste tecido ¢ facilitada devido suas caracteristicas
estruturais e localizacdo anatomica. As semelhangas entre a glandula humana (Zaviacic,
1999) e a do gerbilo (Santos et al., 2003, Custodio et al., 2004 e 2007 submetted; Santos et
al., 2006; Santos e Taboga, 2006) apontam que ambas sdo constituidas por um conjunto de
glandulas e ductos dispostos lateralmente a uretra e inseridas num estroma fibromuscular.
No entanto, apesar dos constituintes estromais existentes, a glandula feminina ndo apresenta
uma protegao tecidual efetiva como ocorre com o 6rgao masculino, de roedor e de humano,
no qual a densa musculatura lisa acompanhada pela camada de colageno envolve a prostata
estabelecendo uma cépsula (Mc Neal, 1993; Pegorin de Campos et al., 2006). Dessa forma,
na fémea, células neoplasicas podem ser disseminadas a partir da glandula para os demais
orgdos urogenitais. Além de considerar as caracteristicas proprias desse tipo celular, como:
habilidade migratoria, incontrolada proliferacio e perda da diferenciagdo celular que
distinguem as células cancerosas das sadias e conduzem a prostata a um crescimento
desregulado (Zeng e Kyprianou, 2005; Reynolds e Kyprionou 2006).

Um ntimero consideravel de nicleos com mais de dois nucléolos foi destacado em
todas as idades ocorrendo um aumento significativo dessa caracteristca no decorrer do
envelhecimento confirmando assim a elevada atividade metabolica. Enquanto a maioria das

células secretoras da glandula masculina nas trés idades do desenvolvimento pds-natal nao
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apresentou nucléolo ou exibiu apenas um corpusculo nucleolar (Pegorin de Campos et al.,
2006). Ultra-estruturalmente, um nucleo volumoso contendo numerosos nucléolos
conspicuos foi comumente observado nas células secretoras, inclusive em areas
proliferativas onde possivelmente a atividade celular foi mais intensa. Durante a idade
jovem, essa ativa¢ao pode ter sido conseqiiéncia do desenvolvimento do tecido, enquanto
nas idades subseqiientes o aumento dos numeros de nucléolos pode ser atribuido as
alteracdes histopatoldgicas desenvolvidas a partir da fase adulta. De acordo com Roynolds
e Kyprianou (2006) as células neoplasicas apresentam nucleos caracterizados por seus
nucléolos proeminentes. No entanto, as células secretoras da glandula feminina
apresentaram uma diminui¢do da darea, perimetro e fator forma nuclear durante o
envelhecimento. A quantificagdo nucleolar realizada neste trabalho ndo foi executada em
funcao das diferentes histopatologias, o que pode ter dificultado a correlacdao do fator forma
nuclear (Taboga et al., 2003) e demais varidveis a melhoria do diagnostico histologico.
Apesar desses resultados estatisticos nucleares obtidos, ndo se deve afirmar que houve uma
diminuicdo das atividades transcricionais nucleares durante o desenvolvimento pos-natal e
instalacdo de lesdes. Ao contrario, aliado ao padrio ultra-estrutural e a andlise quantitativa
da porcentagem de nucléolo por nucleo foi mostrado relevante atividade celular. Mediante
o abordado, presume-se que o conteido de DNA nucleolar continua sendo um indicador da
condi¢do funcional e grau de proliferacdo celular (Trére, 2000; Karalyan et al., 2004) além
da utilizagdo do fendtipo nucleolar como indicador da ativagdo metabdlica, como foi
verificado nos estudos executados com tecidos cancerosos (Buhmeida et al., 2000;
Derenzini et al., 2000).

O agravamento histopatoldégico da glandula do gerbilo durante o climatério
provavelmente esteve aliado ao declinio dos hormoénios esteroides. Segundo Custodio e
colaboradores (2007 submetted), o nivel de testosterona sérica foi de 0,18 ng/ml nesta idade
sendo trés e oito vezes menores que a concentracao encontrada na idade jovem e adulta,
respectivamente, enquanto o nivel de estrégeno teve uma queda significativa passando de
25,02 pg/ml na idade adulta para 18,56 pg/ml na senil. O nivel de DHEA circulante no
gerbilo adulto foi 2,66 ng/ml decaindo com a senescéncia para 1,52 ng/ml. Provavelmente,

a queda nos hormonios esterdides circulantes esteja associada ndo s6 a privagdo da fungao
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ovariana caracteristica nesta fase, mas também a reducdo do DHEA. Segundo Labrie e
colaboradores (2005) este hormodnio ¢ responsavel pela conversdo de androgeno e/ou
estrogeno nos tecidos periféricos, como a prostata. Estudos realizados em mulheres (Miller,
2001) confirmam uma diminuicdo dos niveis esterdides com o envelhecimento e
consequentemente, muitas desordens patologicas sdo resultantes dessa significante redugdo
quando comparado com mulheres saudaveis em idade reprodutiva.

A prostata feminina mesmo na idade adulta manifestou sua predisposicdo em
desenvolver alteracdes histopatologias, porém provavelmente devido a um efeito sinérgico
de multiplos fatores associado ao déficit enddcrino gerado durante a senescéncia acentuou a
incidéncia, multiplicidade e gravidade dessas doencas. O atual estudo pode firmar
definitivamente nesta glandula lesdes ja identificadas no 6rgdo masculino (Mostofi et al.,
1992; Brawer, 1992; Mc'Neal, 1993; Sloboda et al., 1998) durante o envelhecimento, além
de apresentar através de tais indices a realidade quantitativa dessas histopatologias.

O entendimento dos processos patologicos que acometem a glandula prostatica em
ambos o0s sexos necessita de uma combina¢do multidisciplinar de conhecimentos,
principalmente no que se refere ao cancer (Hsing et al.,, 2002). Isto inclui dados
epidemioldgicos, uroldgicos, patolégicos, bioquimicos, endocrinoldgicos, genéticos e
moleculares, além de uma condi¢cdo primaria e de extrema relevancia que € a aceitagao
plena da glandula prostatica como um O6rgdo do aparelho genital feminino com
predisposi¢do ao desenvolvimento de lesdes com os mais variados niveis de
comprometimento. Apesar da alarmante realidade da glandula prostatica, as atencdes
clinicas continuam voltadas para outros 6rgdos femininos. Informagdes sobre a biologia
desta glandula aliada a possiveis prevengdes basicas que fazem parte da rotina uroldgica
deveriam ser introduzidas ao contexto clinico feminino com o intuito de se monitorar o

orgao e evitar possiveis desconfortos e comprometimentos a saude da mulher.
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Legendas

Tabela I: Porcentagem da distribuicdo de nucléolo por nucleos nas células epiteliais
secretoras da glandula prostatica feminina nas idades jovem, adulta e senil. Os valores
mencionados correspondem a média e ao erro padrio, respectivamente. Os asteriscos
indicam diferengas estatisticamente significativas (*p < 0,05) entre as idades avaliadas.

. b . . . .
Letras sobrescritas (* ™ ) representam diferengas significativas entre as idades.

Tabela II: Dados da incidéncia (I = diagndstico da lesdo / amostra), multiplicidade (M =
nimero de lesdes especificas / amostra), porcentagem de lesdes por &cino (% de lesdo por
alvéolo = n° de alvéolos que desenvolveu a lesdo especifica / n° de alvéolos presentes no
corte histolégico) durante as fases do desenvolvimento pds-natal. Os valores mencionados
correspondem a média e ao erro padrio, respectivamente. Os asteriscos indicam diferengas
estatisticamente significativas (*p < 0,05) entre as idades avaliadas. Letras sobrescritas (* b

°) representam diferengas significativas entre as idades.

Figura 1: Aspectos estruturais e histoquimicos da préstata feminina jovem. A: Visdo geral
do compartimento epitelial (EP) inserido no estroma (E) gindular (G). Coloracao: H&E. B:
Detalhe do epitélio, com células secretoras (CS) e basal (*) delimitando o limen (L) do
alvéolo envolvido pela camada de células musculares lisas (CML). Coloragdo: H&E. C:
Fibras reticulares (setas) entremeadas pelos depdsitos de colageno (*). Coloragdo:

Reticulina de GOmOori.

Figura 2: Alteragdes histopatologicas identificadas na prostata feminina senil corada com
H&E. A: Aspecto geral da glandula com regides de hiperplasia prostatica benigna (setas)
Estroma (E). B: Detalhe do epitélio metaplasico do tipo simples pavimentoso. Limen (L)
com micro-calculos dispersos (setas). Colageno (CO). C: Alvéolo displasico com calculos
prostaticos (setas). Células musculares lisas (CML). Vaso sangiiineo (VS). D: Neoplasia

intraepitelial (NIP) de baixo grau. Epitélio (EP) e limen (L).
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Figura 3: Aspectos estruturais e histoquimicos da prostata feminina senil com alteragdes
histopatologicas. A: Neoplasia intraepitelial (NIP) de alto grau com padrao cribiforme
destacando os micro-limens (setas). Lamen (L). Colora¢do: H&E. B: Alvéolo com invasio
de células epiteliais para o estroma indicando um possivel adenocarcinoma (seta). Prostatite
(*). Coloracao: H&E. C: Detalhe da base do epitélio (visto na fotomicrografia B), notando-
se o rompimento das fibras reticulares subepiteliais (cabeca de seta) e a invasao das células

epiteliais (*) para o estroma. Coloracdo: Reticulina de GOmori.

Figura 4: Aspectos ultra-estruturais da prostata feminina jovem. A: Epitélio com células
secretora (CS) e basal (CB) de nucleos (N) volumosos. Mitocondrias (M), reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) e vesiculas de secrecao (seta) dispersas pelo citoplasma das
cé¢lulas. Abundantes interdigitacdes (setas espessas). Membrana basal (MB) integra
delimitando o compartimento epitelial dos constituintes estromais, como: célula muscular
lisa (CML) com cavéolas (pequenas setas) na superficie de sua membrana, fibroblasto (F) e
fibras de coldgenos (CO). Lumen (L). 6000x. B: Complexo de Golgi (CG) na posicao
supra-nuclear (nucleo: N) da célula secretora interligada com a adjacente pelos

desmossomos (seta). Nucleo (N) e desmossomos. 12930x.

Figura 5: Aspectos ultra-estruturais da prostata feminina senil com alteracdes
histopatologicas. A: Epitélio pavimentoso com células secretoras (CS) de fendtipos
heterogéneos e nucleos (N) volumosos, com vesiculas de secre¢do (setas brancas) dispersas
pelo citoplasma e microvilosidades (setas negras) em sua superficie apical. Estroma
compacto rico em fibrilas coldgenas (CO) e células musculares lisas (CML) abaixo da
membrana basal (MB) integra. 6000x. B: Pleimorfismo celular mostrando o contraste entre
a célula secretora clara e escura ativas com nucleos (N) volumosos, vesiculas de secre¢do
(setas brancas) e mitocondrias (M) dispersas pelo citoplasma. Lumen (L) com atmulo de
corpos cristaloides (setas negras). 6000x. C: Detalhe dos cristais acumulados no limen da
glandula. 6000x. D: Célula secretora com complexo de Golgi (*) desenvolvido de posi¢do
supra-nuclear (nticleo: N). 27800x. E: Apice da célula secretora com vesiculas de secrego

(setas) e acimulo de granulos do tipo ceramidas (*). Nucleo (N), mitocondria (M) e limen
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(L). 16700x. F: Células musculares lisas (CML) com projec¢des celulares entremeadas pela

densa camada de colageno (CO). Cavéolas (pequenas setas). 10000x.

Figura 6: Aspectos ultra-estruturais da prostata feminina com alteragdes histopatologicas.
A: Epitélio com células secretoras (CS) de nucleos (N) volumosos e com granulos do tipo
ceramidas (*) dispersos pelo citoplasma. Abundantes espacos intraepiteliais (setas) entre as
células adjacentes. 6000x. B: Detalhe dos amplos espacos intraepiteliais (setas). 10000x. C:
Detalhe da formacgdo do arco intraepitelial. Nucleo (N). 10000x. D: Arcos intraepiteliais
formando os micro-limens (setas cheias) caracteristico do padrio cribiforme da NIP de alto
grau. Nucleo (N) e microvilosidades (setas negras). 16700x. E: Membrana basal (MB)
fenestrada com protusdes do citoplasma da célula epitelial em contato com o estroma

indicando uma provavel lesao maligna. Coladgeno (CO). 16700x.
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Tabela I

% de niimero de nucléolos por niicleos

Numero de nucléolo em cada ntcleo

Média do niimero de

Idades 0* 1* 2% + que 2* . *
nucléolos no grupo
Jovem 3.41%+1.45 5.85*+£1.52 7.63%+£1.82 83.09 * +3.68 38.79 *+£3.35
Adulta 9.11°+1.98 9.74 *+2.67 12.56*+2.75  68.57°+5.34 20.96 ° +1.32
Senil 0.00 *+0.00 2.10°+1.27 0.83°+0.58 97.05°+1.69 31.32%+2.23
Tabela 11 Lesdes Prostadticas Femininas
Benigna Pré maligna Maligna
Peri:ﬂ de Displasia* Hiperplasia Prostatite Mlcro Célculo PIN Ade;no-
alvéolo calculo alto grau carcinoma
A 1 (%) 20 70 10 30 30 30 10
D
U
L M* 12,0£1,81 02%+0,13 2,1+0,87 0,3+0,3 0,5+0,30 0,6 £0,.33 0,6 +1.07 0.1+1,0
T
0 %
Lesionst 2,67°£1,79 16,7463  130+1,30 325+1,81 4,16+2,13 5,11£3,10 1,0+ 1,0
€sions
S (%) 90 100 20 30 30 20 20
E
1;1 M* 17,5+2,57  1,9°+0,54 4,2+0,98 0,4 £0,30 1,4 +0,85 0,5+0,26 1,6 £1,07 0,3+0,21
L
v 10,28°+ 1,90 23,38 +3,94 2,08 1,42 9,27+6,41  3,47+2,02 6,51 +£4,37 1,74 £1,16

Lesions*
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SVOIDQTOLVAOLSIH STQOVIALTV
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SVOIDOTOLVAOLSIH SAQOVIALTV
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ALTERACOES ULTRA-ESTRUTURAIS
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RESUMO

Uma especial atencao tem sido dada as terapias hormonais utilizadas ndo apenas na
tentativa de se atenuar o desequilibrio gerado pelas doencas que alteram o sitema
enddcrino, mas também no intuito de readequar a fisiologia do aparelho genital feminino
durante o climatério. Umas das estratégias utilizadas para essa suplementacdo ¢ a
administracdo do precursor esterdide deidroepiandrosterona (DHEA). Através de um
processo intracrino, esse pro-hormonio age como um reservatorio para a biossintese dos
androgenos e/ou estrégenos nos tecidos periféricos permitindo a ativa¢do, produgao,
metabolismo e o controle do nivel intracelular desses esterdides de acordo com a
necessidade local. Embora os esterdides atuem na glandula prostatica feminina desde o
periodo neo-natal, desencadeando sua diferenciagdo, até a senescéncia, mantendo sua
funcionalidade e homeostase, os efeitos do DHEA sob esta glandula ainda ndo sdo
conhecidos. Assim, analises estruturais, ultra-estruturais e morfométricas foram realizadas
apos os periodos de 3, 7, 14 e 21 dias de administragdo intradérmica de Smg/km/animal
desse farmaco no intuito de se conhecer o efeito desse pro-hormdnio sobre a glandula
feminina. Um desarranjo estrutural e ultra-estrutural, muitas vezes caracterizando alteragdes
histopatologicas, foi verificado nos compartimentos prostaticos da glandula jovem
persistindo nas idades subseqiientes, provavelmente em fun¢ao do desequilibrio hormonal
gerado pela utilizagdo do DHEA exégeno. Associado a isso, foi identificado a supra-
estimulacdo da atividade secretora das células prostaticas durante todas as idades do
desenvolvimento pos-natal. Com isso, conclui-se que doses farmacologicas do DHEA
obtidas pela suplementacdo hormonal e também pelas dietas alimentares podem, por um
lado, minimizar as deficiéncias hormonais do organismo, enquanto por outro, conduzir a
uma superestimulacdo metabolica da glandula e induzir alteragcdes histopatologicas

prematuras comprometendo a saude da mulher.

84



INTRODUCAO

A préstata em fémeas de mamiferos, incluindo roedores e humano ¢ um 6rgao
funcional do sistema genital feminino (Zaviaci¢, 1999; Santos et al., 2003 e 2006; Custodio
et al.,, 2004 e 2007a submetted). A semelhan¢a da glandula entre as duas espécies foi
revelada através de diversos métodos histoldgicos (Sheata 1975 e 1980; Gross e Didio,
1987; Zaviaci¢ et al., 2000a b; Santos et al., 2003, Custodio et al, 2004), histoquimicos
enzimdticos e imunohistoquimicos (Tepper et al., 1984; Wernet et al., 1988 e 1992;
Zaviaci¢ et al., 1997; Sloboda et al., 1998; Zaviaci¢ e Ablin, 2000).

As caracteristicas estruturais e ultra-estruturais da prostata feminina do roedor
Meriones unguiculatus, também conhecido como esquilo da Mongolia, o coloca com um
bom modelo experimental devido suas similaridades morfo-fisioldgicas (Santos et al., 2003
e 2006; Custodio et al., 2004 e 2007a submetted, b in process) com a glandula da mulher
(Zaviacic, 1999).

Com o atual aumento na expectativa de vida da popula¢do feminina, aliado a
diminui¢do natural dos niveis hormonais ap6s a menopausa, uma especial aten¢ao tem sido
dada as terapias de suplementagdo hormonal como tentativa de se atenuar os desajustes
fisiologicos do aparelho genital perante o climatério. Umas das estratégias que vem sendo
utilizada ¢ a administragdo do precursor esterdide deidroepiandrosterona (DHEA), o qual
funciona como um reservatdrio para a biossintese dos androgenos e/ou estrogenos nos
tecidos periféricos (Labrie et al., 2005), como pele, tecido adiposo, mama, pulmao,
endométrio, prostata, figado, rim, epididimo e cérebro (Labrie et al., 1992; Pelletier et al.,
1992, Milewich et al., 1993, Martel et al., 1994). Todas as enzimas necessarias para essa
conversao sdo expressas nos proprios tecidos em questdo, possibilitando a ativagdo,
producdo, metabolismo e o controle do nivel intracelular desses esterdides de acordo com a
necessidade local (Labrie et al., 2005; Genazzani et al., 2007). A sintese e acao local desses
hormoénios nesses tecidos sem que sejam liberados no espago extracelular ou na circulagao
¢ estudada por um ramo da endocrinologia denominada intracrinologia (Labrie et al., 2001;

Genazzani et al., 2007). A biossintese local desses esterdides minimiza a exposi¢do de
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outros tecidos a agao desses hormonios recém convertidos, protege-os dos possiveis efeitos
colaterais (Labrie et al., 2005).

A origem do DHEA no organismo ¢ motivo de divergéncias entre os pesquisadores,
pois um grupo atribue sua secrecdo unicamente a glandula supra-renal (Kroboth et al.,
1999; Allolio e Arlt, 2002; Labrie et al., 2001 e 2005; Genazzani et al., 2007), enquanto
outro (Longcope, 1986; Pieper e Lobocki, 2000; Buvat, 2003) considera as gonadas como
responsaveis por 50% de seus niveis encontrados na circulagao.

Labrie e colaboradores (2003 e 2005) postulam que o DHEA possa ser o
responsavel pela formacao intracrina de 75% do estrogeno circulante nas mulheres antes da
menopausa e 100% apos esse periodo. No homem, cuja secrecdo de androgeno pelos
testiculos continua através da vida, a conversio do DHEA para androgenos tem sido
avaliada na prostata, sendo 50% desses sintetizados localmente e derivado do DHEA
circulante (Labrie et al., 2003; Bovenberg et al, 2005). Porém, nas mulheres pos-
menopausa, uma atenuacdo dos danos fisiologicos causado pelos déficits hormonais
associados ao envelhecimento foi observada posterior a administragdo desse farmaco,
possibilitando assim, a manuten¢do da massa 6ssea, diminui¢do da adiposidade, aumento da
resisténcia muscular, equilibrio do metabolismo de glicose e insulina, manuten¢ao da libido
e do bom humor por essas mulheres (Genazzani et al., 2007).

Atualmente, a maioria das pesquisas tem se concentrado nos efeitos pos-
menopausicos sofridos por alguns oOrgdos, como: mamas, endométrio, ovario e utero
(Labrie, et al., 2001 e 2006a; Castelo-Branco e Rostro, 2006) em funciao do decréscimo nos
niveis de esterdides, porém sao insipientes as informacgdes a respeito da glandula prostatica
feminina principalmente no que se refere a atuagdo do DHEA (Custodio et al., 2006).
Assim, uma ateng¢do especial deve ser dada ao efeito desse farmaco sob a glandula durante
as idades do desenvolvimento pds-natal em preocupacdo ao seu uso pelos paises
desenvolvidos, nao apenas como terapia hormonal para mulheres com idade avangada, mas
também como suplemento em dietas alimentares para todas as idades (Celec e Starka, 2003;
Genazzani et al., 2007). Com isso, avaliar a glandula prostatica feminina frente a
administracao intradérmica do DHEA nas idades jovem, adulta e senil durante o periodo de

3,7, 14 e 21 dias de tratamento foi o objetivo deste trabalho.
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MATERIAL E METODOS

Animais e delineamento experimental

Para este trabalho foram utilizadas 50 fémeas para cada uma das idades do
desenvolvimento pds-natal: jovem (1 més), adultas (4 meses) e senis (18 meses) do gerbilo
(Meriones unguiculatus, Gerbilinae: Muridae). Estas receberam doses intradérmicas diarias
de DHEA (5mg/kg) diluidas em solugdo salina durante os periodos de 3, 7, 14 e 21 dias
sendo sacrificadas 24 horas apds a ultima administragdo do farmaco. Enquanto o grupo
controle recebeu apenas o veiculo de diluigdo (Figura 1).

Os animais foram mantidos sob condi¢des convencionais de temperatura e umidade
tendo livre acesso a rag@o e agua. Depois de anestesiados com inalagdo de CO; os animais
foram decapitados. A manipula¢do dos animais e experimentos foi realizada de acordo com
o guia da Comissio de Etica na Experimentagio Animal (CEEA) da Universidade de
Campinas (UNICAMP), Sao Paulo (processo numero: 1213-1). Os experimentos foram
realizados no Centro de Microscopia e Microanalise do Departamento de Biologia do
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da UNESP, campus de Sao José do Rio

Preto (SP).

Andlise biométrica

O peso corporeo de cada animal foi obtido antes de seu sacrificio enquanto, apds a
dissecagcdo do animal, a prostata e tecidos anexos' de cada amostra foram submetidos &
pesagem. O peso relativo de cada amostra foi obtido dividindo-se o peso do complexo
prostatico pelo peso corporeo. A variagdo do peso relativo foi obtida considerando o peso
relativo médio dos animais controle para cada idade como 100% e os valores médios

referentes as demais idades foram expressos em fungao deste.

Analise estrutural

T A prostata feminina ndo ¢ visivel macroscopicamente. De acordo com sua localizagdo, abaixo da bexiga e ao longo da parede da uretra, o isolamento do tecido

propriamente torna-se dificultado.

87



A prostata e tecidos anexos foram fixados por imersdo em solucdo Karnovsky (4%
paraformaldeido, 2,5% glutaraldeido em 0,1M de tampdo fosfato, pH 7,2), durante 48
horas. Apos a fixacdo, os tecidos foram lavados, desidratados em gradiente de etanol,
embebidos em resina (Historesin; Leica) e submetidos a cortes de 3 um com o microtomo
rotatorio automdtico Leica (RM2155). Os cortes histologicos foram corados pela
Hematoxilina-eosina (H&E) para analise morfoldgica geral e avaliagdes morfométrico-
estereoldgicas e pela reacdo de Feulgen para se quantificar os fenotipos nucleares (Behmer
et al., 1976).

A digitalizagdo e andlise quantitativa dos cortes histologicos foram realizadas no
sistema analisador de imagens Image-Pro®Plus versio 4.5 for Windows™ software

acoplado a um microscépio Olympus modelo BX60.

Andlises morfométrico-estereoldgica

O volume relativo das por¢des glandulares (epitélio, limen e estroma) foi
determinado utilizando-se o sistema-teste de Weibel (1978) com 130 pontos, sendo
escolhidos aleatoriamente 30 campos histoldgicos corados pela hematoxilina e eosina. O
volume foi calculado depois de se contar o nimero de pontos que coincidiram com cada
por¢do glandular em questdo onde o valor absoluto foi convertido em porcentagem.

A anélise morfométrica foi realizada apds a captura de 200 campos aleatorios em
cada grupo experimental corados pela Hematoxilina-eosina, sendo quantificada a altura do

epitélio, espessura da camada muscular e ndo muscular (coldgeno).

Andlise cariométrica
Para a avaliacdo da area nuclear, perimetro e fator forma (= 49 x area nuclear /
(perimetro nuclear)® foram utilizados 200 nucleos de cada idade do desenvolvimento pos-

natal das células epiteliais secretoras

Andlise da incidéncia e multiplicidade da lesdao, porcentagem de lesdes por alvéolos e perfil

de alvéolo
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Para a obtenc¢do desses indices foi utilizado um corte histolégico corado com H&E e
escolhido de forama aleatdria, de cada uma das 10 glandulas adultas e senis avaliadas. A
glandula jovem ndo foi submetida a esses indices por ndo apresentar nenhum tipo de lesao.
O diagnéstico das lesoes foi dado segundo Shappell e colaboradores (2004) em acréscimo a
classificagdo de Tumores do Sistema Urindrio e Orgdos Genitais Masculinos da
Organiza¢ao Mundial da Satde de 2004. As lesdes classificadas como benignas foram as
hiperplasias prostaticas benignas, micro calculos, calculos prostaticos e prostatites, as pré-
malignas foram as neoplasias intraepiteliais prostaticas de alto grau (NIP) e as malignas, os
adenocarcinomas. Os desarranjos da arquitetura tecidual com padrio mais intenso foram
identificados como displasias. Embora as NIP possam ser classificadas pela Organizagao
Mundial da Satde (OMS, 2004) como sendo de baixo e alto grau, e ambas terem sido
diagnosticadas na glandula, apenas as de alto grau foram quantificadas.

A incidéncia (= diagnostico da lesdo / amostra) da lesdo na glandula foi dada através
da identificacdao das diferentes lesdes em relacdo ao niimero total da amostra, enquanto a
multiplicidade (= numero de lesdes especificas / amostra) se obteve através do numero de
vezes que cada uma das lesdes foi identificada no corte histologico analisado em relagdo ao
numero total de animais existentes analisados. A porcentagem de lesdes por alvéolos (= n°
de alvéolos que desenvolveram a lesdo especifica / n° de alvéolos presentes no corte
histologico) foi determinada pelo nimero de alvéolos que desenvolveram a lesdo em fungao
do seu niimero total existentes no corte histologico avaliado e a média do perfil de alvéolos
(= total de alvéolos da amostra analisada / total de alvéolos do grupo) foi indicado pelo
numero de alvéolos identificado no corte histologico analisado em relagdo ao niimero total

existente em toda a amostra.

Andlise ultra-estrutural

Os fragmentos prostaticos foram fixados por imersao durante 24 horas em
glutaraldeido 3% mais solugdo de acido tanico 0,25% em tampao Milloning, pH 7,3
contendo 0,54% de glicose. Apds lavar com o mesmo tampao, foram pos-fixados durante 2
horas com tetréxido de 6smio 1%, lavados, desidratados em gradiente de acetona e

embebidos em resina de Araldite (Cotta-Pereira et al., 1976). Cortes ultra-finos foram
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realizados em ultra-microtomo Leica com navalha de diamante, coletados em “grids” de
200 mesh e contrastados com acetato de uranila alcoolico 2% por 30 minutos, seguido por
citrato de chumbo 2% em solucdo de hidroxido de so6dio durante 10 minutos (Santos et al.,
2003). As amostras foram avaliadas pelo microscopio eletronico de transmissdo LEO-Zeiss

906 a 80 Kv.

Andlise estatistica
Todas as analises estatisticas foram realizadas com o programa Statistica 6.0
(StatSoft), com o teste ANOVA e Tukey para avaliacdo da significancia, onde p < 0,05 foi

considerado significativo.

RESULTADOS

Analise biométrica

A administracdo do DHEA conduziu a um aumento significativo do peso corporeo
nas fémeas jovens aos 7, 14 e 21 dias de tratamento, enquanto na fémea adulta foi visto
uma redugao significativa do peso durante esses mesmos periodos. Enquanto no 7° ocorreu
um aumento e no 14° dia uma redugao do peso corporeo dos animais senis. Em relacao ao
peso da prostata e tecidos anexos, um aumento significativo ocorreu no 7° dia de tratamento
na idade jovem enquanto uma reducdo foi notada na glandula adulta aos 3 e 14 dias e senil
aos 7, 14 e 21 dias de tratamento. A variacdo do peso relativo no grupo jovem mostrou um
aumento em torno de 15% no 3° dia contrapondo-se a reducdo em torno de 30% do 14° dia
de tratamento. Enquanto na idade adulta houve um aumento de 22% no inicio da

suplementagdo e destacada diminuicdo em torno de 30% aos 7 dias da idade senil (tabela I).

Analise estrutural

A administracdo do DHEA exo6geno na prostata feminina promoveu um desarranjo
da arquitetura glandular e o aparecimento de diferentes graus de lesoes (Fig. 3A - M) na
maioria dos periodos de tratamento quando comparados ao tecido isento da suplementacao

com DHEA (Fig. 2A - C).
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Com a administracdo do pro-hormonio, as glandulas prostaticas femininas jovens
(Fig. 2D, G, I e N), adultas (Fig. 2B, E, H, L e O) e senis (Fig. 2C, F, I, M ¢ P)
apresentaram um aumento variado na altura das células epiteliais sendo sempre superiores
aos encontrados nas respectivas glandulas controle, havendo destaque para o 7° dia (Fig.
2G) e 21° dia (Fig. 2N) de tratamento na idade jovem, 3° (Fig. 2E) e 14° dia (Fig. 2L) na
idade adulta e 7° dia (Fig. 2I) na glandula senil. Enquanto em todas as idades estudadas a
camada de células musculares sofreu um espessamento relevante com o tratamento, com
excegdo do 21° dia da idade adulta (Fig. 20) que permaneceu semelhante ao encontrado na
glandula controle. A camada subepitelial de coldgeno foi mais densa no 7° dia de
tratamento da glandula jovem (Fig. 2G) e adulta (Fig. 2H) enquanto na senil (Fig. 2L)
houve uma reducao dessa camada no 3°, 14° e 21° dia de administracao do farmaco.

O perfil histopatolégico (Fig. 3A - M) do tecido prostitico feminino frente a
administracdo do DHEA exdgeno foi revelado nas trés idades estudadas durante a maioria
dos periodos de veiculacao do farmaco. Lesdes benignas como os micro-calculos (Fig. 3A)
e os calculos prostaticos (Fig. 3D), a hiperplasia prostatica benigna (Fig. 3B, H e J), as
prostatites (Fig. 3E, M) e as displasias glandulares (Fig. 3K) foram diagnosticados no
tecido, além das neoplasias intraepiteliais de baixo (Fig. 3B - F e O) e alto (Fig. 31 e M)
grau de natureza pré-maligna e os micro-acinos (Fig. 3D e H) indicativos do

comprometimento neoplasico do tecido.

Andlise ultra-estrutural

Independente do periodo de administragdo do DHEA exo6geno, a ultra-estrutura das
células prostaticas femininas em relagdo a célula controle (Fig. 4B), apontou uma
superestimulagdo da atividade sintética a partir da idade jovem (Fig. 4A e C) perdurando
durante a idade adulta (Fig. 5A - F) até a senescéncia (Fig. 6A - F). O fenotipo sintético
ativado foi revelado pelas células epiteliais secretoras e basais (Fig. 4A; SA, B, D — F; 6C,
E e F) que exibiram abundantes reticulos endoplasmaticos lisos e rugosos, complexos de
Golgi e mitocondrias (Fig. 4A; 5B, D - F; 6E) vesiculas de secrecdo (Fig. 4A; SA e C; 6E e
F) dispersas pelo citoplasma, além de nucléolo (Fig. 5F) evidente. Essa ativa¢ao celular foi

também econtrada nas células estromais, como nas: células musculares lisas (Fig. 4C e 6B)
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e fibloblastos (Fig. 6B). Corpos multilamelares foram encontrados dispersos pelo
citoplasma (Fig. 4A; 5SA e 6E) das células secretoras e também depositados entre as células
adjacentes (Fig. 5A e B) ou entre a célula e a membrana basal (Fig. 5C). A formacao de
espacos intracelulares foi identificada entre a célula basal e células secretoras (Fig. 4A e
SE) e entre as proprias células secretoras (Fig. 6A) assemelhando-se com uma
desintegracdo da regido de contato entre as células adjacentes. O tratamento também
conduziu a alteracdes nos fenotipos celulares, destacando as células escuras a qual foi
dotada do mesmo aparato biossintético das claras (Fig. 5SA e B). A invasdo do epitélio por
células de defesa como o plasmdcito (Fig. 6C) pode ser identificada no compartimento. A
neoplasia intraepitelial (Fig. 6D) e a desmoplasia do estroma (Fig. 6A) também pode ser
revelada com o tratamento. Aliada a esses eventos a fenestracio da membrana basal (Fig.

6A) caracterizou uma provavel lesdo de carater maligno.

Analise estereologica
Durante o tratamento realizado ndo ocorreu altera¢do significativa nos volumes
ocupados pelos compartimentos prostaticos nas trés idades em questdo em relagdo aos

respectivos grupos controles (Tabela II).

Andlise morfométrica

A administracdo do DHEA conduziu um espessamento significativo da camada de
células epiteliais secretoras da glandula jovem tendo destacado o 7° e 21° dia. Na glandula
adulta, o aumento ocorrido aos 3 e 14 dias de tratamento foi estatisticamente significativo
contrapondo-se a significativa reducdo do 7° dia. Enquanto com a senescéncia, uma
diminui¢do significativa aos 14 e 21 dias foi notada posterior ao aumento ocorrido no 3° e
7° dia. Um espessamento significativo também foi observado na camada de célula muscular
em todos os periodos de tratamento, sendo mais notado no 3° dia. No 7° e 14° dia de
administragdo do farmaco na idade adulta foi observada uma significativa espessura dessa
camada de células que se reduziu no 21° dia. Enquanto com a senescéncia, aos 7 dias
ocorreu um notavel espessamento contrapondo-se a diminuicdo significativa identificada

aos 21 dias de suplementagao do DHEA. A espessura da camada de coldgeno da glandula
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jovem teve um aumento no 7° dia, seguido de uma reducdo nol4°, ambos de modo
significativo. O aumento também foi visto aos 3, 7 e 14 dias na prostata adulta. Enquanto
uma redugao significativa foi observada nessa camada durante 3, 14 e 21 dias do tratamento

de animais senescentes (Tabela III).

Andlise cariométrica

Um declinio significativo da area nuclear do grupo jovem foi demonstrado aos 7 e
14 dias de tratamento, enquanto no adulto ocorreu uma elevacdo significativa no 3° dia e
deste para o 14° dia. No 3° dia de administracdo exdégena do DHEA na glandula senil houve
uma elevagdo significativa desse indice seguido de uma redug¢dao no 14° e 21° dia. O
perimetro nuclear das células secretoras da glandula jovem teve uma redugdo significativa
aos 7 e 14 dias de tratamento. A idade adulta foi acompanhada de um aumento no perimetro
nuclear em todos os periodos tratados destacando o 14° dia. Enquanto no grupo senil, o 3°
dia exibiu um aumento significativo dessa varidvel e posterior diminui¢do no 7° dia. O fator
forma indicou uma redugao significativa aos 3, 7 e 14 dias na idade jovem; na adulta isso se

procedeu no 7° e 21° dia enquanto na senil ocorreu no 3° e 7° dia (Tabela IV).

Andlise da incidéncia, multiplicidade da lesao e porcentagem de lesdes por alvéolos

As variagdes das incidéncias de lesdes e porcentagem de lesdes por alvéolos ndo
foram significativas. As glandulas nos diferentes periodos de tratamento realizado foram
comparadas com as de mesma idade que receberam apenas o veiculo de administragdo do
hormonio. O DHEA exdgeno veiculado na idade jovem nao revelou o desenvolvimento de
displasias, prostatites, neoplasias intraepiteliais de alto grau e adenocarcinomas mantendo o
mesmo perfil em relacdo ao grupo controle o qual se mostrou totalmente livre de qualquer
comprometimento histopatologico.

A incidéncia da displasia na glandula adulta no 3° e 21° dia de tratamento foi
metade da encontrada na controle, sendo que neste ultimo a multiplicidade e porcentagem
de 4cinos envolvidos com a lesdo foram semelhante a glandula controle. Durante a
senescéncia houve uma reducdo na incidéncia dessa lesdo que oscilou entre 20 — 40%,

sendo que apesar do 3° dia mostrar uma maior multiplicidade eem relagdo aos demais
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periodos, essa foi metade da obtida na glandula controle. Enquanto no 7° dia um maior
numero de alvéolos estava envolvido com a lesdao sendo similar a glandula sem tratamento.

A hiperplasia prostatica benigna no animal jovem esteve presente em 40% da
glandula no 3° e 21° dia e em 60% no 7° e 21° dia, apresentando uma maior multiplicidade e
porcentagem de alvéolos lesionados no 14° dia tratamento. Durante o 3° dia, na idade
adulta, 100% da glandula exibiram a les@o que oscilou entre 40 — 60% nos demais periodos,
equilibrando-se com o animal isento de tratamento (60%). A maior multiplicidade foi no 7°
dia sendo semelhante a controle e a porcentagem de lesdo por alvéolo destacada no 3° dia
foi o dobro da glandula que ndo recebeu o DHEA. Com a senescéncia, o 3° e 0 21° dia de
tratamento tiveram 20% de sua incidéncia diminuida enquanto o 14° dia apresentou a maior
multiplicidade e o 3° dia uma maior porcentagem de lesdo por alvéolo ambos em relacdo ao
controle e aos demais periodos de inoculacdo do farmaco.

A incidéncia das prostatites apos 3 dias de administragdo do farmaco na glandula
adulta e senil e no 21° dia na prostata senil foi semelhante a controle, enquanto no 14° dia a
incidéncia dobrou nesta Ultima idade. A maior porcentagem de alvéolos comprometidos se
deu no 14° dia de tratamento, o qual foi 10 vezes maior que a glandula sem tratamento,
enquanto a multiplicidade triplicou aos 3 dias na senescente.

Os micros-célculos foram evidentes em 20% da glandula jovem com 3 dias de
suplementagdo hormonal e destacado aos 14 dias (40%) da idade adulta com a incidéncia
semelhante a controle, sendo que neste a porcentagem de alvéolos comprometidos
quadruplicou. Com a senescéncia, os indices avaliados no 3° dia triplicaram porém a maior
multiplicidade foi obtida nos dois periodos finais do tratamento.

Os calculos prostaticos foram vistos apenas em 20% da glandula jovem aos 7 e 21
dias. Enquanto aos 3 e 21 dias da idade adulta a incidéncia da lesdo foi reduzida a metade
sendo a multiplicidade e a porcentagem de acinos acometidos no 3° dia maior. A terapia
com o pro-horménio aumentou a incidéncia dessa lesdo durante o envelhecimento tendo
triplicado no 3° dia, além de encontrar uma maior multiplicidade e porcentagem de lesdes
por alvéolos. Porém, a incidéncia foi dobrada nos dois ultimos periodos de administrag@o

do DHEA.
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A neoplasia intraepitelial de alto grau reduziu 1/3 de sua incidéncia no 3°, 7° e 14°
dia e foi ausente aos 21 dias. O 7° dia teve a maior multiplicidade em relagdao aos
tratamentos, porém foi metade da encontrada na glandula controle. O 3° dia mostrou um
maior nimero de alvéolos com a lesdo, porém esta foi inferior a glandula isenta da
administracio do DHEA. Com o envelhecimento, a incidéncia dobrou nas duas etapas
finais de administracdo do fArmaco onde se teve a maior multiplicidade, enquanto o 21° dia
teve alvéolo mais comprometido com a lesao.

O adenocarcinoma ndo foi identificado posterior a terapia de suplementagao

hormonal, sendo diagnosticado apenas na glandula adulta e senil controle (Tabela V).

DISCUSSAO

A suplementacdo hormonal pela DHEA realizada na glandula prostatica feminina
durante as idades jovem, adulta e senil desencadeou o desbalango homeostatico da glandula
resultando em diferentes respostas estruturais e ultra-estruturais aos periodos de tratamento
provocados pela provavel altera¢do nos niveis de hormonio endogeno.

O aumento significativo do peso corporeo identificado apenas nas fémeas jovens
pode ndo ser decorrente unicamente da administracio do DHEA visto que o animal nesta
idade se encontra num processo de desenvolvimento. Todos os periodos de tratamento das
fémeas adultas foram associados com uma redugdo do peso corpdreo, 0 mesmo ocorrendo
durante as fases finais do tratamento dos animais senescentes. Enquanto o peso do
complexo prostatico teve um aumento apenas no primeiro periodo da administragdo do
DHEA de 15% e 22% na idade jovem e adulta, respectivamente, e a senescéncia foi
caracterizada pela reducdo desse peso. Apesar da regressdo biométrica, o perfil
morfométrico apresentado pelos compartimentos glandulares indicou que a funcionalidade
do o6rgao nao foi prejudicada. De um modo geral, em razao da elevada altura apresentada
pelas células submetidas ao tratamento, em compara¢do a glandula do animal que nao
recebeu o tratamento pode-se deduzir que houve uma estimulacdo atipica dos
compartimentos glandulares em relagdo as proprias idades estudadas. Isso também pode ser

ressaltado quando a espessura dessas células tratadas foi comparada aos grupos que nao
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receberam o DHEA das idades subseqiientes, confirmando assim, uma supra-estimulacao
metabolica decorrente de sua administragdo. A andlise estereoldgica, apesar de ser
efetivamente utilizada para indicar as oscilagdes no volume relativo dos compartimentos
prostaticos nao fortaleceu, nesse estudo, os resultados obtidos pela morfometria.

A intensa ativacdo dos compartimentos glandulares foi confirmada ultra-
estruturalmente podendo se notar a ampla distribuicdo das organelas biossintéticas aliados
ao acumulo de vesiculas secretoras dispersas no citoplasma celular do compartimento
epitelial e estromal. O fenotipo secretor diferenciado também foi identificado nas células
basais as quais, segundo Santos e colaboradores (2003), usualmente apresentam uma
escassez de organelas. Essas caracteristicas sdo resultantes do elevado metabolismo celular
desencadeado pela administragdo desse precursor esterdide. Estudos pré-clinicos
demonstraram que a suplementacao fisiolégica com o DHEA exo6geno permite a biossintese
de androgenos e estrogenos somente no tecido alvo que contém as enzimas
estereidogénicas (Labrie, 1991; Labrie et al., 2000). Possivelmente, essa conversao
intracrina favoreceu a supra-estimulagdo da glandula, a qual ¢ dependente dos hormonios
esterdides.

Outra conseqiiéncia do metabolismo diferenciado nessa idade foi sua predisposicao
a um fendtipo precoce de envelhecimento celular caracterizado pela identificacdo dos
amplos espagos intraepiteliais e dos granulos osmiofilicos multilamelares dispersos pelo
citoplasma ou acumulados entre as células adjacentes e entre estas ¢ a membrana basal.
Esses acumulos de membranas multilameladas se assemelham aos depdsitos de ceramidas
descritos na prostata do gerbilo macho submetido ao tratamento com finasteria (Corradi et
al., 2004) e na prostata feminina senil (Custodio et al., 2005 e 2007a submetted). Este
material ndo pdde ser degradado pelas hidrolases lisossomais e nem exocitados sendo
constituido por residuos protéicos oxidados e lipidios degradados, fazendo com que o
lisossomo diminua sua fung¢ao participativa no “turnover” celular. Com isso, acredita-se que
a deposicdo progressiva deste marcador do envelhecimento diminua a adaptabilidade da
célula e promova o desenvolvimento de patologias relacionadas a idade (Terman e Brunk,

2004ab).
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O desequilibrio hormonal gerado pelo DHEA também induziu o desenvolvimento
de lesoes identificadas a nivel estrutural e ultra-estrutural na glandula feminina a partir da
idade jovem, mantendo uma incidéncia e multiplicidade relacionada com a idade e o
periodo de tratamento. A suscetibilidade desse 6rgao em desenvolver lesdes espontaneas foi
confirmada por Custodio e colaboradores (2007b in process) que as identificaram somente
a partir da idade adulta se intensificando com a senescéncia. Por outro lado, as glandulas
dos animais adultos e senescentes que receberam o0 DHEA exo6geno desenvolveram todas as
lesdes diagnosticadas no 6rgdo sem tratamento mostrando uma oscilagdo em sua incidéncia,
multiplicidade e porcentagem de alvéolos comprometidos pela lesdo.

A hiperplasia prostatica benigna foi identificada em todos os periodos de tratamento
da idade jovem alternando sua incidéncia durante esta idade e a subseqiiente, reduzindo-se
em torno de 20 — 80% com o tratamento dos animais envelhecidos. Assim como no homem,
na mulher essa patologia manifesta uma progressiva hiperplasia glandular e estromal
(Bierhoff et al., 1996) ao redor da uretra levando as obstrugdes uro-dinamicas (Untergasser
et al., 2005).

As demais lesdes benignas ocorreram em intervalos especificos durante a
veiculagdo do farmaco, como os micro-calculos que foram observados apenas aos 3 dias de
tratamento contrapondo-se ao calculo mais desenvolvido identificado no 7° e 21° dia. Os
calculos prostaticos identificados sdo gerados pela calcificagdo dos corpos amildceos ou
pela precipitagdo da secrecdo prostatica contribuindo para os sintomas do trato urinério
inferior (Klimas et al., 1985; Sondergaard et al., 1987 e Billis, 1995) atuando como um
empecilho para os ductos, obstruindo os acinos e iniciando reagdes inflamatdrias chegando
a causar abscessos. Quanto aos infiltrados inflamatorios, Zaviaci¢ (1999) reconhece que a
cistite ¢ um processo que tem sua origem na prostata e sua comunicagdo com a uretra e a
parede anterior da vagina dissemina essa inflamagdo (prostatites ou Skenites) por todo o
trato reprodutor feminino, caracterizando as conhecidas tUtero-prostato-cistites. As
neoplasias intraepiteliais de alto grau foram mais freqiientes na idade adulta e senil. Essa
alteracdo patoldgica retrata o estdgio pré-maligno (Lippman e Hong, 2002a b) do tecido
constituindo-se pela aglomeracdo e estratificacdo de células com formatos desiguais,

nucleos alargados com nucléolos proeminentes e numerosos acompanhado por um
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hipercromatismo (Brawer, 1992; Bostwick et al., 2000). A arquitetura heterogénea desta
lesdo permite sua organizagdo de acordo com a disposicdo assumida pelas células
proliferadas, podendo ser encontrado com um padrdo plano, em tufos, micropapilas e
arranjos cribiformes de células (Billis, 1995; Shappell et al., 2004; OMS, 2004), sendo este
ultimo um caso extremo de natureza pré-maligna (Brawer, 1992) podendo ser confundido
com o cancer de prostata (Mostofi et al., 1992). Diferente da neoplasia intra-epitelial que as
células em proliferacdo permaneceram no limite do acino em fungdo da integridade da
membrana basal, no adenocarcinoma a ruptura dessa protecdo promove o extravasamento
das células para o estroma (Brawer, 1992). Esse comprometimento mais agressivo do
tecido prostatico feminino também foi indicado pela presenga dos micro-acinos glandulares
(Foster et al., 1998).

As manifestagdes histopatologicas ndo foram estatisticamente significativas em
relacdo ao tratamento ndo se efetivando uma acgao protetora ou indutora do efeito do DHEA
mediante as lesdes. Exceto na idade jovem, apesar de ndo ter ocorrido o respaldo estatistico,
onde se constataram morfologicamente uma indu¢do da atividade proliferativa das células
com a instalacdo da neoplasia intraepitelial e a hiperplasia resultando muitas vezes num
fenotipo displésico, além da existéncia de outras lesdes benignas. Segundo Stoll (1999), a
biotransformacdo do DHEA em androgeno e estrégeno excedendo os niveis basais, pode
acarretar riscos de promover neoplasias dependentes de hormonios sexuais.

Segundo Labrie e colaboradores (2005) as avaliagdes epidemioldgicas entre homens
e mulheres sdo contraditorias e ndo conclusivas. H4 indicag¢des que o declinio dos niveis de
DHEA, testosterona e estrogeno relacionados com a idade protege contra o aumento da
ocorréncia do cancer sensivel ao hormdnio durante o envelhecimento (Martin, 1999),
enquanto outras pesquisas revelam que o elevado nivel do DHEA e sua forma sulfatada
(DHEAS) estao associados a diminuicdo das taxas de cancer (Comstock et al, 1993),
sugerindo um efeito protetor. Segundo Acacio e colaboradores (2004), o uso do DHEA
como um suplemento alimentar na idade adulta tem uma potencial acdo androgénica ou
estrogéncia podendo estimular a proliferacdo e outros efeitos adversos nas células de cancer

da prostata ou mama.
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Embora a fun¢ao biologica do DHEA como precursor dos esteroides sexuais seja
clara (Labrie et al, 2001, 2003, 2005 e 2006a), ainda ndo foi identificado seu receptor
nuclear ou de membrana permanecendo seu mecanismo de a¢cdo sob investigagdo (Arnold e
Blackman, 2005). Muitos dos seus efeitos tém sido exercidos via receptor de andrégeno
e/ou estrogeno apds sua conversao enzimatica nesses hormonios sexuais (Labrie et al, 1998,
2001), embora uma afinidade direta por esses receptores ja foi demonstrada (Tan et al.,
1997; Martin et al., 2004).

Em razdo as muitas divergéncias que permeiam a agdo desse pro-hormoénio
exogeno, o meio cientifico busca elucidar a efetiva via metabdlica de acdo androgéncia ou
estrogéncia desse farmaco. Assim, Chen e colaboradores (2005) ao testar os efeitos do
DHEA sobre os receptores de androgenos e estrogenos verificaram um potencial fisiologico
relevante para a ativacdo do receptor de estrégeno B em relagdo ao o e ao receptor de
andrégeno. Arnold e colaboradores (2005), ao compararem a ac¢do deste farmaco em
relagdo ao estrogeno, testosterona e diidrotestosterona sobre a proliferagdo das células
LNCaP, verificaram a similaridade entre o efeito desencadeado pelo DHEA e pelo
estrogeno. Sendo que, a testosterona e seu metabdlito induziram o crescimento celular de
modo acelerado enquanto o DHEA e o estrégeno reduziram e retardaram esse efeito.

Por outro lado, camundongos castrados que receberam doses subcutaneas diarias de
diidrotestosterona ¢ DHEA mostraram que o perfil de genes expressos com o DHEA ¢
semelhante ao da diidrotestosterona, mostrando a func¢do androgénica desse precursor
esteroide (Labrie et al., 2006b).

Apesar da suplementagao hormonal com DHEA aqui realizada ter direcionado para
efeitos semelhantes aos obtidos com a hiperandrogenizacgao da prostata feminina do gerbilo,
tais como as alteragcdes envolvendo o compartimento epitelial e a supra-estimulagdo
secretora do tecido (Santos et al., 2006), os resultados até entdo apresentados ndo permitem
restringir a acdo androgé€nica como Unica resposta da glandula perante o DHEA. As
proliferacdes celulares identificada nos desarranjos histologicos da glandula podem também
estar vinculadas a sua agdo estrogénica (Risbridger et al., 2000; Bianco et al., 2002).

Apesar da utilizagdo de animais de laboratorio para se avaliar a agdo do DHEA estar

gerando contradigdes no meio cientifico, experimentos anteriormente realizados (Custodio
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et al., 2007a submetted) puderam verificar que o gerbilo apresenta niveis de DHEA
satisfatorios oscilando entre as idades, sendo 2,16 ng/ml na idade jovem, 2,66 ng/ml na fase
adulta e 1,52 ng/ml na senescéncia, o que provou ser um modelo experimental adequado
para se estudar a variacdo hormonal de sua glandula prostatica mediante as alteragdes
decorrentes da senilidade. Porém, Labrie e colaboradores (2003, 2005) explicam que esses
modelos animais utilizados em laboratorio ndo secretam quantidades significativas deste
precursor fazendo com que as gonadas figurem como absoluta fonte dos esterdides,
dificultando a abordagem da intracrinologia deste hormdnio. Entretanto, o nivel de DHEA
ja& foi relatado em muitas espécies utilizadas como modelo biologico (Wichmann et al,
1984; Schiebinger et al., 1981; Belanger et al., 1989; Lacoste et al., 1999). Experimentos
realizados com hamster gonadectomizados revelarem niveis de DHEA equivalentes ao
encontrado nos animais ndo submetidos ao procedimento cirurgico, sugerindo assim que as
gonadas ndo contribuem em grande quantidade para as concentragdes circulantes dos
esterdides e de seus precursores nesses roedores (Pieper e Lobocki, 2000).

Apesar do uso do DHEA em humanos ndo estar propriamente definido, muitos de
seus efeitos positivos sdo relatados (Labrie et al., 2003, 2005; Genazzani et al., 2007).
Doses farmacologicas, além de serem prescritas para a suplementagdo hormonal, também
sdao vinculadas as dietas alimentares (Genazzani et al., 2007) para minimizar os déficits
hormonais provocados tanto pelas deficiéncias fisiologicas do organismo como pelo
envelhecimento. Por outro lado, sabendo que a morfofuncionalidade da préstata ¢ mediada
por esteroides (Santos et al., 2003 e 2006; Santos e Taboga, 2006; Custodio et al., 2007a
submetted) a administragcdo deste precursor deve ser cautelosa. Além da dificuldade em se
aceitar a existéncia da prostata feminina ser preocupante, o efeito causado pela
suplementa¢do hormonal em sua homeostase, simulada neste experimento, pode ser um

provavel fator que pde em risco a saude da mulher.
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Legendas:

Tabela I: Resultados referentes as andlises das glandulas prostaticas de fémeas jovens,
adultas e senis. Dados do corpdreo, prostatico e relativo (n = 5 por tratamento), sendo que
este ultimo corresponde a razao entre o peso do complexo prostatico € o peso prostatico. A
sua variacao ¢ demonstrada com relagao ao animal controle das respectivas idades que ¢
referido como 100%. Dados da estatistica descritiva referentes a morfometria, estereologia
e cariometria. Os valores mencionados correspondem a média e ao erro padrdo,
respectivamente. Os asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas (*p <

a, b, ¢, d

0,05) entre as idades avaliadas. Letras sobrescritas ( ) representam diferencas

significativas entre os tratamentos.

Tabela II: Resultados referentes as analises das glandulas prostaticas de fémeas jovens,
adultas e senis. Dados referentes a analise estereoldgica dos compartimentos glandulares
durante os periodos de suplementagao pela DHEA. Os valores mencionados correspondem

a média e ao erro padrdo, respectivamente.

Tabela III: Resultados referentes as analises das glandulas prostaticas de fémeas jovens,
adultas e senis. Dados referentes a andlise morfométrica da altura das células epiteliais,
camada de células musculares lisas e coldgeno subepitelial durante os periodos de
suplementagdo pela DHEA. Os valores mencionados correspondem a média e ao erro
padrao, respectivamente. Os valores mencionados correspondem a média e ao erro padrao,
respectivamente. Os asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas (*p <
0,05) entre as idades avaliadas. Letras sobrescritas (* ™ © %) representam diferencas

significativas entre os periodos de tratamento.

Tabela IV: Resultados referentes as andlises das glandulas prostaticas de fémeas jovens,
adultas e senis. Dados cariométricos referentes a area nuclear e nuclear e fator forma
durante os periodos de suplementacdo pela DHEA. Os valores mencionados correspondem

a média e ao erro padrao, respectivamente. Os valores mencionados correspondem a média
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e ao erro padrao, respectivamente. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente

a,b,c, d

significativas (*p < 0,05) entre as idades avaliadas. Letras sobrescritas ( ) representam

diferencas significativas entre os periodos de tratamentos.

Tabela V: Dados da incidéncia (I = diagnostico da lesdo / amostra), multiplicidade (M =
nimero de lesdes especificas / amostra), porcentagem de lesdes por acino (% de lesdo por
acinos = n° de lesdo especifica / n° de acinos presentes no corte histologico) e perfil de
acino do tecido prostatico feminino (total de dcinos da amostra analisada / amostra) durante
os periodos de tratamento. Os valores mencionados correspondem a média e ao erro padrao,
respectivamente. Os asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas (*p <
0,05) entre as idades avaliadas. Letras sobrescritas (* > ©) representam diferencas

significativas entre as idades.

Figura 1: Diagrama ilustrando o delineamento experimental durante os periodos de 3, 7, 14
e 21 dias de terapia de suplementagdo hormonal com o DHEA nas glandulas prostaticas
femininas das idades jovem, adulta e senil. A administragdo do fdrmaco foi didria sendo os

animais sacrificados 24 horas apds a ultima exposi¢do a droga.

Figura 2: Aspectos estruturais e histoquimicos da glandula prostatica feminina controle e
tratada com DHEA. 1 A - C: Aspectos morfologicos da glandula controle. Glandula (G),
epitélio (EP), limen (L) e estroma (E). 1 A — P: Aspectos morfoldgicos das oscilagdes dos
compartimentos prostaticos da fémea posterior a administracdo do DHEA. As setas indicam

o constituinte glandular com aparente aumento em sua altura. Epitélio (EP) e colageno (*).

Figura 3: Aspectos patologicos da glandula feminina posterior & administragdo do DHEA.
A: Micro-calculos prostaticos (setas) acumulados no lumen (L) da glandula. B: Hiperplasia
prostatica benigna (HPB) e neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) de baixo grau. C, E, F e
G: Neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) de baixo grau e prostatite (*). Células claras
(seta dupla). D: Glandula acometida pela neoplasia intraepitelial (NIP) de baixo grau,

calculo prostatico (seta dupla) e micro-acinos (seta cheia). H: Hiperplasia prostatica
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benigna (HPB) e microacinos (seta cheia). I: Neoplasia intraepitelial prostatica de alto grau
destacando os micro-limens (seta). J: Glandula displdsica com prostatite (*). L:
Hiperplasia prostatica benigna (HPB). 39: Metafase mit6tica (cabeca de seta) na neoplasia
intraepitelial de baixo grau (NIP). N: Neoplasia intraepitelial prostatica (NIP) alta

destacando os micro-lumens (seta) e prostatite (*).

Figura 4: Aspectos ultra-estruturais da glandula prostatica feminina jovem. A:
Compartimento epitelial da glandula tratada com o DHEA com células secretora (CS) e
basal (CB) ancoradas na membrana basal (MB) continua, com ntcleos (N) volumosos,
nucléolos (NU) evidentes e organelas biosintéticas desenvolvidas, como: reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), complexo de Golgi (CG), e vesiculas de secrecdo (VS)
dispersas pelo citoplasma. 12930x. B: Compartimento epitelial da glandula jovem que nao
recebeu a administragdo do DHEA. Célula secretora (CS), nucleo (N), mitocondrias (*) e
membrana basal (MB) continua. 6000x. C: Célula muscular lisa (CML) da glandula tratada
com o DHEA altamente secretora com nucleo (N) robusto, complexo de Golgi (CG) com

amplas cisternas, mitocondrias (M) e centriolos (seta) dispersos pelo citoplasma. 16700x.

Figura 5: Aspectos ultra-estruturais da glandula prostatica feminina adulta posterior a
administracio do DHEA. A: Epitélio secretor com heterogeneidade fenotipica onde se
contrasta a célula clara (**) e a escura (*) com nucleos (N) volumosos, vesiculas de
secrecdo (setas) e corpos multilamelares tipo ceramidas dispersos pelo citoplasma (cabega
de seta) ou entre as células adjacentes (seta cheia). Estroma denso com destacada camada
de fibras de colageno (CO) e célula muscular lisa (CML). 3597x. B: Células secretoras
clara (**) e escura (*) adjacentes com citoplasma rico em organelas de sintese, como o
reticulo endoplasmatico rugoso (RER), mitocondria (M) e também acumulo de corpos
multilamelares tipo ceramidas (seta cheia) ancoradas numa membrana basal (MB) continua
com uma espessa camada de colageno (CO) subepitelial. 10000x. C: Epitélio secretor ricas
em vesiculas de secre¢do (setas) e corpos multilamelares tipo ceramidas dispersos pelo
citoplasma (*) ou depositado na base do epitélio (seta cheia) em contato com a membrana

basal (MB). 7750x. D: Apice da célula secretora altamente funcional com complexos de
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Golgi (CG) e mitocondrias (M) desenvolvidas. Nucleo (N). 16700x. E: C¢lula secretora
funcional com mitocondrias (M), complexo de Golgi (CG) e nucleo (N) disperdos pelo
citoplasma e amplo espacos intraepiteliais (setas cheias). Mitocondria (M), complexo de
Golgi (CG) e reticulo endoplasmatico rugoso (RER). 21560x. F: Citoplasma denso da
célula secretora com o aparato sintético ativado. Destaque para os reticulos endoplasmatico

liso (REL) e rugoso (RER), nucleo (N) e nucléolo (NU). 7750x.

Figura 6: Aspectos ultra-estruturais da glandula prostatica feminina senil posterior a
administracdo do DHEA. A: Compartimento epitelial secretor atipico com amplos espagos
intraepiteliais (setas cheias) entre a célula luminal e basal (CB), porém abundancia de
vesiculas de secrecdo (setas). Desmoplasia do estroma com adensamento das fibras de
colagenos (CO) aliadas a deposi¢do de elastina (*) dispersas entre as células musculares
lisas (CML) fenotipicamente alteradas. Destaque (area tracejada) para a membrana basal
(MB) fenestrada. 7750x. B: Células estromais ativas destacando as células musculares lisas
(CML) com nucleos (N) polimoérficos, elementos contrateis (*) abundantes e complexo de
Golgi (CG) evidente e o fibroblasto (F) rico em reticulo endoplasmatico rugoso (RER).
10000x. C: Compartimento secretor com abundancia de vesiculas de secrecdo (setas) ¢ a
presenca de um plasmocito (P) intraepitelial. Nucleo (N) e reticulo endoplasmatico rugoso
(RER). 7750x. D: Neoplasia intraepitelial prostatica. 6000x. E: Aspecto fragmentado da
célula secretora em func¢do do acumulo de vesiculas secretoras (VS), também corpos
multilamelares (setas) e grande quantidade de rerticulo endoplasmatico rugoso (RER)
disperso pelo citoplasma. Lumen (L). 7750x. F: Compartimento epitelial heterogéneo com
células secretoras altas e espagos intraepiteliais (setas cheias) entre as células adjacentes.

Vesicula de secreg¢ao (VS), nucleo (N). 7750x.
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Dias de tratamento

Controle
Tabela I (veiculo)
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Dados biométricos
Peso J* 31,3%+2,0 29.4%+1,2 40,5°+0,9 41,9°+0,7 39,05°+0,9
Coré‘;feo A¥* 64,7%+2.4 5792+ 1,2 57,0°£2.6 53,6°+1,5 56,0°+2,0
S 71,10 £2.4 75,8%+3,7 76,3 +£3.8 63,1°+1,9 66,8 £2.8
Peso J* 0,06% + 0,006 0,06% + 0,003 0,07°+ 0,02 0,05+ 0,02 0,06% + 0,02
complexo 4 0,124+ 0,01 0,09° + 0,006 0,11+ 0,009 0,09° + 0,009 0,11%+0,01
prostatico
S* 0,15 +0,01 0,13+ 0,01 0,10°+ 0,006 0,10 °+ 0,008 0,11°+0,008
(2)
Peso J* 0,002 %+ 0,0001 0,002+ 0,0005  0,002%+0,00005 0,001°+0,00004 0,001°+ 0,00006
p;gls;itvlgo A 0,002 = 0,0001 0,002 + 0,0001 0,002 + 0,0001 0,002 + 0,0001 0,002 = 0,0002
S*  0,0021*+0,0001  0,001*+0,0001  0,0013°£0,0001 0,0016°+0,0001 0,0017%+ 0,0001
Variago J +15,41 -2,16 29,27 - 18,24
do peso +22,0 +2,16 - 13,77 -1,79
relativo
(%) S -20,98 -38.,53 26,24 -22,07
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Dias de tratamento

Tabela II %;?thl(l);(;
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Dados estereoldgicos
Epitélio (%) J 237+13 28.7+1.3 263+ 1.4 223+1.7 28.5+2.0
A 30.1+25 27.2+2.1 272429 33.0+ 1.7 29.4+2.0
S 32.1+25 31.3+2.1 342428 295425 26.0+ 1.7
Luamen (%) J 222+24 202+29 27.5+2.7 27.4+2.8 242429
A 28.9+3.5 27.9+2.1 37.4+32 31.0+2.7 28.2+0.9
S 32.0+3.5 36.7+25 29.7+2.8 36.2+3.5 415+22
Estroma (%) J 54.1+2.6 51.1+2.8 472425 50.3+£2.3 472+35
A 41.0+2.8 449+25 354+1.7 36.0+2.5 42.3+2.8
S 359429 32.1+23 36.1+2.2 342+ 1.7 32.5+1.9
Tabela I Controle Dias de tratamento
(veiculo)
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Dados morfométrico
Altura das células J* 10,6%+ 0,3 14,7°+ 0,4 17,5°+ 0,6 15,0°+0,4 17,4°+ 0.6
secretoras (um) A% 12.5%+ 0,4 20,7°+ 0,8 17,5+ 0,7 20,3 by 0,6 13,3*+£0,3
S* 13,0°+ 0,5 19,9°+0,7 21,6+ 0,8 15,8 °+ 0,6 15,6 ©+ 0,6
Espessura da camada I 6,5%+0,2 11,8°+0,4 11,2°+0,4 10,1 °£0,3 11,4°+0,4
muscular lisa (um) A* 737402 11,4°+0,4 11,6°+ 0,4 11,8°+ 0,4 7,5+ 0,3
s* 6,3%+0,3 13,5°+0,5 16,3°+0,5 12,8°+0,5 9,1 %4 0,4
Espessura da camada de J* 1,1 *+ 0,04 0,9+ 0,03 3,0°+0,2 1,5°+0,1 1,1 *£0,03
fibras de coldgeno (um) 1,8+ 0,08 1,2%+0,04 2,3°+0,1 1,2°+0,04 2,0°+0,3
S* 2,9°+0,11 1,2°+0,03 2,6%+0,11 1,9+ 0,07 1,8°+0,1
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Dias de tratamento

Controle
Tabela IV (veiculo)
3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Dados cariométricos
Area J 1427+ 0,23 13,9%+0,3 11,6°+0,3 11,0°+0,2 13,7%+0,3
E‘l‘r";?)ar A* 11,24+0,2 12,4°+0,2 11,3%+0,3 13,6 £ 0,2 10,9°+0,2
S* 10,4%+0,3 12,2°+0,2 11,1°+0,3 9,6°+0,2 10,1+0,2
Perimetro J* 14,9°+ 0,12 15,12+ 0,3 13,8+ 0,14 13,9°+0,4 14,8+ 0,1
?Sf;)ear A* 13,6+ 0,12 14,5°+£0,12 143°£0,2 154°+0,1 143°+£0.2
s* 13,0°+0,2 14,8°+0,1 13,9°+0,2 12,5%+0,2 12,87 +0,2
Fator J 0,79 * + 0,06 0,75°+0,07 0,74+ 0,07 0,74° £ 0,09 0,76+ 0,08
Ifl‘;rcr?:ar A* 0,75% = 0,06 0,74 * £ 0,06 0,68 °+ 0,09 0,72% + 0,08 0,66 ° = 0,08
S* 0,75+ 0,07 0,71°+ 0,08 0,70° + 0,08 0,75 *+0,07 0,76 * + 0,07
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Tabela V LESOES PROSTATICAS FEMININAS APOS ADMINIS TRA(,‘AO DO DHEA
Displasia Hiperplasia
Periodos de tratamento
CONTROLE 3D 7D 14D 21D CONTROLE 3D 7D 14D 21D
A
5 Incidéncia (%) B B _ _ - - 40 60 60 40
[6) e
v Multiplicidade . . - . - - 0604 1,0+£04 224091 0,6+04
E
o <
M % de lesdes por . . - B - - 80+6,4 11,656 341182 91465
alvéolo
A
A Incidéncia (%) 40 20 - - 20 60 100 60 40 60
D
E Multiplicidade 04402 02402 - - 0,4+04 24+1,6 0,2+0,8 24+1,1 0,6 0,4 1,2+0,5
o <
T Vodelesoespor ) o6 06406 - - 2,6+£2,6 160+7,8 338+13,1 280x115 64+39 69+28
A alvéolo
S Incidéncia (%) 100 40 20 40 20 100 80 20 40 80
N Multiplicidade 20£0,7 1,007 08+08 06+04 02+02 2406 24+07 06+06 46+28 22+0,86
I
N <
L % dzllvezgles PO 118421 62441 100+100 39424 28+28 151+1,7 242481 200+200 22,1+140 16,6+697
c . ~ LESOES PROSTATICAS FEMININAS APOS
ontinuacdo da Tabela V ADMINISTRACAO DO DHEA
Prostatite
Periodos de tratamento
CONTROLE 3D 7D 14 D 21D
5 Incidéncia (%) R R B R _
[0} L
v Multiplicidade R ) R R _
E .
M % de lesdes por R ) ) ) )
alvéolo
oA o
A Incidéncia (%) 20 20 B R _
D
U Multiplicidade 0.6+06 04 <04 R _ _
L , ) 5 )
T % de lesdes por 26426 132+ 132 _ _
A alvéolo ’ ’ ’ ’ )
S Incidéncia (%) 20 20 - 40 20
N Multiplicidade 0,6 + 0,6 2,0 +2,0 - 1,6 £0,97 0,80+ 0,80
I
o <
L % de lesBes por 25+2,5 10,5+105 - 20,6+ 13,4 57457

alvéolo
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Continuaggo da Tabela V LESOES PROSTATICAS FEMININAS APOS ADMINISTRACAO DO DHEA
Micro - calculo Calculo
Periodos de tratamento
CONTROLE 3D 7D 14D 21D CONTROLE 3D 7D 14D 21D
s o
5 Incidéncia (%) B 20 B _ _ _ _ 20 _ 20
O Multiplicidade ] 0.8+0,8 ) ) ) . . 04404 . 02402
E
o ~
M % de le§oes por ) 56456 _ _ _ - - 4,0+4,0 - 4,0+4,0
alvéolo
ca o
A Incidéncia (%) 40 R R 40 20 40 20 - - 20
D
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RESUMO

A prostata ¢ um o6rgdo do sistema genital feminino que se encontra sob agao dos hormdnios
esteroides. Os roedores vém sendo adotados para o estudo da glandula feminina devido,
entre outros, sua similaridade morfo-fisiologicas com a humana. Com isso, o gerbilo da
Mongo6lia ¢ um modelo experimental adequado para se estudar a prostata, a qual possui
uma localizagdo parauretral nas fémeas e histologicamente ¢ formada pelos mesmos
componentes da masculina: unidades ductos-alveolares inseridas numa matriz musculo-
fibrosa. Duas populacdes celulares freqiientes revestem a glandula, sendo as células basais
e as luminais, porém, ja também ja foram descritas as células claras e ciliadas nesse epitélio
prostitico. No entanto, ao longo do desenvolvimento pds-natal tipos celulares
diversificados se distribuiram entre as células epiteliais tipicas. Assim, o objetivo prévio
deste trabalho foi identificar e caracterizar essa heterogeneidade celular no compartimento
epitelial da glandula prostatica feminina nas idades jovem, adulta e senil. Coloragdes
histologicas de rotina, tais como a hematoxilina-eosina, (H&E), periddico 4cido de Schiff
(PAS) e impregnacdo por prata (AgNOR) auxiliaram essa distingdo. Os tipos celulares
identificados, tais como: células claras, mucinosas, ciliadas, “fragmentadas”, espumosas ¢
as neurenddcrinas se distribuiram entre as células secretoras tipicas do compartimento
epitelial. Esses diferentes tipos celulares foram identificados em todos os grupos
analizados, porém com a senescéncia a freqliéncia dessas células parece ter aparentemente
aumentado. Assim, apesar de ndo se conhecer especificamente o porqué dessa
predisposicao celular, o desequilibrio hormonal, caracteristico da senilidade, talvez tenha
estimulado a incidéncia dessa heterogeneidade celular na glandula. Até entdo, essa
identificacdo celular foi possivel pelas alteracdes fenotipicas e respostas tintoriais
conseqiiente da reagdo do corante utilizado com o contetudo sintetizado pela célula. Apesar
dessa avaliagao morfologica, a integracdo de outros métodos, como a imunohistoquimica,
por exemplo, possibilitaria com maior eficicia a caracterizagdo dessas células. Sendo
assim, a necessidade de se caracterizar esses tipos celulares ¢ eminente buscando-se
sedimentar suas peculiaridades para poder se distingiiir a relagdo e funcdo destas no

compartimento prostatico feminino.
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INTRODUCAO

A ocorréncia da prostata feminina tem sido estendida tanto para humanos como para
roedores sendo suas semelhangas morfolégicas notadas através dos métodos histoldgicos
(Sheata 1975 e 1980; Gross e Didio, 1987; Zaviaci¢ et al., 2000a e 2000b; Santos et al.,
2003, Custodio et al, 2004), histoquimicos enzimaticos € imunohistoquimicos (Tepper et
al., 1984; Wernet et al., 1988 e 1992; Zaviaci€ et al., 1997; Sloboda et al., 1998; Zaviacic e
Ablin, 2000).

A fisiologia deste 6rgao (Zaviaci¢ et al., 2000a, b; Santos et al., 2003; Custodio et
al., 2004; Santos et al., 2006) e seu papel funcional nas fémeas ¢ alvo de um numero
crescente de estudos. Pesquisas apontam semelhangas nos constituintes quimicos do liquido
prostatico eliminado durante a ejaculacdo feminina com o liquido prostatico masculino,
além da detec¢do de niveis de PSA no soro e na urina das mulheres (Zaviaci¢ et al., 1993;
ZaviacCi€, 1999; Zaviaci¢ and Ablin, 2000; Schmidt et al., 2001). Ainda julga-se haver uma
funcdo relacionada ao comportamento sexual (Zaviaci¢ et al, 1993) sendo que alguns
estudos associam-na ao ponto de Griafenberg (ponto-G), visto que o estimulo deste ponto
possibilita a ejaculagdo feminina (Schubach, 2002), enquanto outros pesquisadores
defendem tratar-se da mesma estrutura (Addiego et al., 1981; Hines, 2001). Ademais ¢ um
orgdo suscetivel a lesdes prostaticas benignas e malignas (Uzoaru et al., 1992; Zaviacic et
al., 1993; Dodson et al., 1995; Sloboda et al., 1998; Zaviaci¢, 1999 e Zaviacic€ et al., 2000a;
Custodio et al., 2005) semelhantes as desenvolvidas pela glandula masculina,
principalmente durante a senescéncia.

O gerbilo ¢ um modelo experimental adequado para se estudar a glandula feminina,
a qual possui uma localizagdo parauretral em intimo contato com a parede da uretra
mediana e distal. Histologicamente ¢ formada pelos mesmos componentes da prostata
masculina: unidades ductos-alveolares inseridas numa matriz musculo-fibrosa. As porgdes
ductais dispostas em grupos contidos na musculatura uretral onde desembocam sao
revestidas por epitélio cubico simples, apresentando um didmetro menor que as porgdes
secretoras alveolares. Essas ultimas sdo localizadas em posicao distal a uretra, podendo

variar em forma e tamanho, sendo revestidas por um epitélio ctibico ou cilindrico (Santos et
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al., 2003). Como os demais orgaos do aparelho genital feminino, a manutengdo morfo-
fisiologica da prostata ao longo de todo o desenvolvimento pds-natal estd sob o controle
dos hormonios esterdides (Zaviacic 1999; Santos et al., 2006; Santos e Taboga, 2006).
Apesar do compartimento epitelial ser constituido tipicamente pelas células
secretoras (luminais) e pelas basais (Santos et al., 2003), tipos celulares distintos puderam
ser distinguidos entre essas células. Assim, o objetivo deste trabalho foi caracterizar
estrutural e ultra-estruturalmente essa heterogeneidade celular do compartimento secretor

da glandula prostatica feminina.

MATERIAIS E METODOS

Animais e preparo das amostras

Quarenta e cinco fémeas do gerbilo (Meriones unguiculatus, Gerbilinae: Muridae)
foram empregadas para estd analise, sendo cinco para cada fase do desenvolvimento pds-
natal: jovem (1 més), adulta (4 meses) e senil (18 meses). Os animais foram mantidos sob
condi¢des convencionais de temperatura e umidade tendo livre acesso a ragdo e agua.
Depois de anestesiados com inalagdo de CO; os animais foram decapitados. A manipulagao
e experimento com os animais foram realizados de acordo com o guia da Comissdo de Etica
na Experimenta¢do Animal (CEEA) da Universidade de Campinas (UNICAMP), Sao Paulo
(processo numero: 1213-1). Os experimentos foram realizados no Centro de Microscopia e
Microandlise do Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias

Exatas da UNESP, campus de Sao José do Rio Preto (SP).

Analise estrutural
A prostata e tecidos anexos* foram fixados por imersao em solucao Karnovsky (4%
paraformaldeido, 2,5% glutaraldeido em 0,1M de tampdo fosfato, pH 7,2), durante 48

horas. Apos a fixacdo, os tecidos foram lavados, desidratados em gradiente de etanol,

1 A prostata feminina ndo ¢ visivel macroscopicamente. De acordo com sua localizagdo, abaixo da bexiga e ao longo da parede da uretra, o isolamento do tecido

propriamente torna-se dificultado.
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embebidos em resina (Historesin; Leica) e submetidos a cortes de 3 um com o microtomo
rotatorio automatico Leica (RM2155).
Os cortes histologicos foram corados pela Hematoxilina-eosina (H&E), Acido

Periodico de Schiff (PAS) (Behmer et al., 1976) e AgNOR (Howell and Black, 1980).

A digitalizagdo e analise quantitativa dos cortes histologicos foram realizadas no
sistema analisador de imagens Image-Pro®Plus versio 4.5 for Windows™ software

acoplado a um microscépio Olympus modelo BX60.

Andlise ultra-estrutural

Os fragmentos prostaticos foram fixados por imersdo durante 24 horas em
glutaraldeido 3%, 4cido tanico 0,25%, em tampao Milloning, pH 7,3 contendo 0,54% de
glicose. Apos a lavagem com o mesmo tampao, foram pds-fixados durante 2 horas com
tetroxido de 6smio 1%, lavados, desidratados em gradiente de acetona e embebidos em
resina de Araldite (Cotta-Pereira et al., 1976). Cortes ultra-finos foram realizados em ultra-
microtomo Leica com navalha de diamante, coletados em “grids” de 200 mesh e
contrastados com acetato de uranila alcoodlico 2% por 30 minutos, seguido por citrato de
chumbo 2% em solucdo de hidroxido de sédio durante 10 minutos. As amostras foram

avaliadas pelo microscopio eletronico de transmissdo LEO-Zeiss 906 a 80 Kv.

RESULTADOS

Na avaliacdo estrutural e ultra-estrutural da glandula prostatica feminina foram
notadas duas populacdes celulares tipicas, uma mais freqiiente que limita a luz da glandula,
conhecida como célula luminal, e outra mais esporadica apoiada na membrana basal,
conhecida como célula basal. Ambas sdo células integras que se distribuem uniformemente
pelo compartimento epitelial da glandula (Fig. 1) o qual variou de simples ctbico (Fig. 1A)
a colunar (Fig. 1B). Quando coradas pela H&E estas apresentam um citoplasma baséfilo
homogéneo (Fig. 1A e B). Células coradas pelo PAS mostraram poucos granulos PAS
positivos distribuidos pelo citoplasma celular e uma maior concentragdo na porg¢ao apical

da célula (Fig. 1C).
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Eventualmentete, algumas células apresentaram caracteristicas diferentes que as
distinguiram (Fig. 2 - 9) das demais células tipicas (Fig. 1) do epitélio secretor da glandula.
Algumas dessas células apresentaram uma basofilia destacada na forma de granulos quando
coradas pelo H&E (Fig. 2A e C), porém ndo apresentaram as modificagdes morfologicas
em relacdo as demais células epiteliais e podem ser encontradas em grupos (Fig. 2A e D) ou
isoladas (Fig. 2E). A presenca de granulos PAS positivos (Fig. 2B, D e E) em quantidades
diferentes e niveis de marcagao varidveis caracterizam esse tipo celular. Granulos indicando
a precipitacdo da prata com o produto sintetizado e armazenado pela célula (Fig. 2F e D)
também foi observado através da técnica do AgNOR. Através da utilizagdo dessas
coloragdes foi verificado que essas células prostaticas apresentam a mesma natureza
quimica das células do epitélio da vagina coradas pelo PAS (Fig. 2G) e AgNOR (Fig. 2H).

Células colunares altas com uma basofilia destacada (Fig. 3a) também estiveram
adjacentes as demais células epiteliais. Quando analisada ultra-estruturalmente (Fig. 3B),
essas apresentaram uma concentracdo de vesiculas de secre¢do na por¢do apical, enquanto
uma destacada distribuicdo de organelas biossintéticas em relagdo as demais foi destacada
em seu citoplasma eletron-denso.

Por outro lado, algumas células mostraram um citoplasma menos baso6filo quando
coradas pela H&E sendo células mais claras (Fig. 4A). Ultra-estruturalmente, essas também
apresentaram um sistema de endomembranas desenvolvido disperso pelo citoplasma menos
eletron-denso (Fig. 4B).

Outras células mostraram um processo de vacuolizagdo gradativo em seu citoplasma
conferindo-lhe um aspecto fragmentado (Fig. 5B). A ultra-estrutura apontou a presenca de
amplas vesiculas de secre¢do dispersas pela célula com produto eletron-denso em seu
interior (Fig. 5B).

Células polimoérficas mais volumosas, com um citoplasma rendado foram
distinguidas pela H&E (Fig. 6A e B). O ténue citoplasma apresentado por essas células foi
PAS positivo. Eventualmente, no interior dos espacos delimitados pela rede citoplasmatica
formada foram observados alguns corptisculos (Fig. 6C) indicativos da secre¢do celular. A
heterogeneidade dessa rede intra-citoplasmatica propiciou a mudanca fenotipica dessas

células. Ultra-estruturalmente, elas apresentam seu citoplasma inteiramente ocupado por
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vesiculas com esporadicos corpusculos polimoérficos. As organelas foram encontradas no
espago citoplasmatico limitado entre as vesiculas secretoras (Fig. 7A e B).

O compartimento epitelial também foi ocupado por células ciliadas (Fig. 8) as quais
ultra-estruuralmente apresentaram uma concentragdo de mitocOndrias proximas ao
corpusculo basal dos cilios (Fig. 8B).

Outro tipo celular, até entdo, teve sua identificacdo apenas ultra-estruturalmentente.
Essas células foram caracetrizadas pelos granulos elétron-densos de tamanhos heterogéneos

dispersos pelo citoplasma (Fig. 9A - C).

DISCUSSAO

O compartimento epitelial da prostata feminina mostrou-se alternado por tipos
celulares heterogéneos, encontrados tanto isolados como em grupos, os quais foram
diferenciados por suas caracteristicas fenotipicas e pelas propriedades tintoriais frente aos
corantes utilizados.

As células com citoplasma ocupado por granulos basofilos e também PAS positivos
provavelmente se referem as células mucinosas (Custodio et al., 2006a). Estas ndo
apresentaram mudanga fenotipica sendo distingiiidas pela natureza do seu conteudo
citoplasmatico. Segundo Bancroft e Gamble (2002), os granulos PAS positivos referem-se
as mucinas sulfatadas indicando a predominéncia de secrecdo rica em carboidrato. Essas
células produtoras de mucinas, ou seja, glicoproteinas de alto peso molecular lubrificam e
protegem o compartimento epitelial. De acordo com sua fung¢ao as mucinas se dividem em
dois grupos: as que se ligam as membranas, sendo as MUC 1, MUC 3 e MUC 4, as quais
contribuem para a interagdo célula a célula do epitélio e as secretadas, como as MUC 2,
MUC 5AC, MUCS5B e MUC 6 que constituem o maior componente macromolecular do
muco (Legrier et al., 2004; Cozzi et al, 2005). Assim, talvez a variacdo na intensidade e
distribui¢do dos granulos PAS positivos encontrados nas células reflita os diferenciados
tipos de MUC ou também seja conseqiiéncia dos niveis diferentes de atividade sintética. A
técnica de impregnagdo por prata (AgNOR) pdde confirmar a natureza quimica dessas

células ja que o carboidrato foi precipitado pela prata permitindo a identificacdo de
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granulos escuros dispersos pelo citoplasma caracterizando a propriedade argirdfila dessas
células.

Uma basofilia mais ténue, caracterizando as células claras, foi anteriormente
descrita por Santos e colaboradores (2003) no compartimento epitelial desta glandula.
Segundo as descrigdes do grupo, essas células ultra-estruturalmente apresentam um
conteudo citoplasmatico menos elétron-denso havendo vesiculas secretérias de densidade
baixa e tamanho pequeno. Estas células que acumulam carboidrato neutro em seu
citoplasma sdo raras no epitélio normal, mas posterior a administracdo de testosterona
tornou-se gradualmente mais freqiiente, segundo Santos e colaboradores (2006) ao estudar
o efeito desse hormonio sob a glandula. Além do destaque epitelial dado pela célula
merdcrina clara identificada, um outro tipo celular merocrino com marcante basofilia foi
distinguido no compartimento. Na maioria das vezes, essas células foram colunares altas
com restrito volume citoplasmatico. Quando analisadas ultra-estruturalmente seu
citoplasma exibiu uma grande concentragdo de organelas biossintéticas. Possivelmente a
natureza bioquimica da secrecdo produzida por essas células seja a responsavel por sua
eletron-densidade destacada.

Uma fragmentacdo parcial ou envolvendo uma grande porcdo do citoplasma
caracterizou um outro tipo celular. Este recebeu a denominacao de célula fragmentada e
ultra-estruturalmente foi marcada pela quantidade de vesiculas secretoras amplas e
heterogéneas dispersas pelo citoplasma. Apesar de seu aspecto fragmentado, esse tipo
celular ndo teve sua funcionalidade alterada. Ultra-estruturalmente, Custodio e
colaboradores (2007 b submetted, c in process) ja sugeriram a manutengao do metabolismo
dessas células por constatarem seu sistema de endomembranas desenvolvido e funcional.

Células fenotipicamente alteradas ocupadas inteiramente por uma rede intra-
citoplamatica e apresentando um aspecto semelhante a espuma foram reconhecidas no
compartimento epitelial como células espumosas. Este tipo celular polimorfico muitas
vezes, apesar de aqui ndo documentado, apresentou seu nucleo limitado a periferia da célula
provavelmente em fungdo dessa caracteristica. Esse ténue citoplasma “rendado” e os
corpusculos delimitados por estes foram PAS positivos sugerindo a presenca de

carboidratos em seu citoplasma. A andlise ultra-estrutural exibiu um citoplasma
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inteiramente revestido por vesiculas secretoras justapostas. Entre os limitados espacgos
citoplasmaticos restante dessa distribui¢ao vesicular adjacente pode ser identificado um
sistema de endomembranas desenvolvido com cisternas do Complexo de Golgi muito
dilatadas. Algumas vesiculas secretoras foram ocupadas por corpusculos polimoérficos.
Estas caracteristicas ultra-estruturais sugerem que estas células espumosas apresentam um
metabolismo celular mais diferenciado em relagdo as células tipicas.

As caracteristicas relatadas entre as células fragmentadas e espumosas sugerem que
sejam um estagio fisiologico diferente do mesmo tipo celular. Ao se analisar ultra-
estruturalmente foi possivel verificar que as vesiculas de secrecdo gradualmente
aumentaram em numero de uma célula para outra resultando num citoplasma inteiramente
resvetido por essas, no caso da célula espumosa. Uma superativacdo secretora
possivelmente foi o principio dessa alteracdo fenotipica e fisioldgica. As células
aparentaram um aspecto fragmentado pelo aumento das vesiculas secretoras que atingiram
seu maximo possibilitando o fenotipo espumoso. Aparentemente, esses dois tipos celulares
caracterizados foram os que mais se destacaram no epitélio da gldndula senil e posterior a
administracdo do DHEA.

Santos e colaboradores (2007) identificaram anteriormente a existéncia de células
ciliadas no compartimento prostatico. Esta ciliogénese foi mais evidente, segundo os
autores, posterior a administragdo androgénica. A presenca dessas células esta
provavelmente relacionada a uma diferenciagdo andmala das células basais prostaticas sob
influéncia de um imbalango hormonal, segundo os pesquisadores.

Ultra-estruturalmente, as células neurendocrinas também foram identificadas na
glandula feminina do gerbilo enquanto Zaviaci¢ (1999) ja as confirmou na glandula da
mulher. Tal como na prostata masculina, acredita-se que tais células estejam envolvidas
com o crescimento, diferenciacdo e regulacdo do processo secretor no 6rgao maduro (Di
Sant’Agnese, 1992). Morfologicamente, sao distinguidos dois tipos de células
neurendocrinas, as abertas e as fechadas (Abrahamsson, 1999ab), porém como estas
secretam diferentes tipos de substincias bioativas, como a cromogranina, serotonina,
calcitonina, somatostatina, entre outras, podem ser identificados alguns tipos de células

neurendocrinas (Di Sant’Agnese, 1992; Abrahamsson, 1999ab). Tais células também
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podem estar envolvidas em processos de progressdo tumoral, desencadeados por agentes
farmacologicos e fisiologicos, tendo se diferenciado nas neurendocrinas tumorais
(Abrahamsson, 1999b; Grobnolz et al., 2005). Segundo Abrahamsson (1999a), a origem
dessa célula tumoral ndo esta clara, porém se insinua que ocorre uma mudanca do fendtipo
de célula luminal para neurenddcrina. Bonkhoff e colaboradores (1991 e 1995) defendem
que essas células ndo mostram atividade proliferativa, considerando-as como uma
populagdo celular diferenciada.

A distingdo destes diferentes tipos celulares ocorreu no compartimento epitelial das
glandulas de todas as idades, porém aparentemente sua intensificacdo se deu durante a
senescéncia. Assim, apesar de ndo se conhecer especificamente o porqué dessa
predisposi¢cao ao desenvolvimento das diferentes células, o desequilibrio hormonal talvez
tenha estimulado a incidéncia dessa heterogeneidade na glandula. Além disso, essas
também foram freqiientes nas alteracdes histopatologicas (Custodio et al., 2007b submetted,
¢ in process) podendo esses tipos celulares estarem envolvidos com o desenvolvimento de
lesdes proliferativas na glandula.

Apesar da heterogeneidade celular distinguidas no epitélio da glandula feminina do
gerbilo, hd uma similaridade morfologica entre as células secretoras tipicas de ambos os
sexos (Santos et al., 2003 e 2006; Santos e Taboga 2006; Custodio et al., 2004, 2007 b
submetted, c in process; Pegorin de Campos et al., 2006).

Com a avaliacdo morfoldgica realizada, até entdo, se obteve um perfil estrutural e
ultra-estrutural dessas células. Porém, a integracdo de outros métodos, como a
imunohistoquimica, por exemplo, possibilitaria com maior eficacia essa caracterizacdo ¢ a
diferenciacdo entre esses tipos celulares. Sendo assim, é eminente o conhecimento dessas
células buscando sedimentar suas peculiaridades e distinguir a relagdo e fun¢do destas no

compartimento prostatico feminino.

130



BIBLIOGRAFIA

Abrahamsson PA, 1999a. Neuroendocrine cells in tumor growth of the prostate. Endocr
Relat Cancer 6: 503-19.

Abrahamsson PA, 1999b. Neuroendocrine differentiation in prostatic carcinoma. Prostate
39: 135-48.

Addiego F, Belzer EG, Comolli J, Moger W, Perry JD, Whipple B, 1981. Female
ejaculation: a case study. J Sex Res 17: 1-13.

Bancroft JD and Gamble M, 2002. Theory and Practice of Histological Techniques.
Churchill Livingstone, New York.

Behmer OA, Tolosa EMC and Freitas-Neto AG, 1976. Manual para histologia normal e

patolégica. Edart-Edusp, Sao Paulo. Brasil.

Bonkhoff H,Stein and U,Remberger K, 1995. Endocrine-paracrine cell types in the prostate
and prostatic adenocarcinoma are postmitotic cells. Hum Pathol 26: 167-70.

Bonkhoff H,Wernert N,Dhom G and Remberger K, 1991. Relation of endocrine-paracrine
cells to cell proliferation in normal, hyperplastic, and neoplastic human prostate.
Prostate 19: 91-8.

Cotta-Pereira G, Rodrigo FG and David-Ferreira JF, 1976. The use of tannic acid-

glutaraldehyde in the study of elastic related fibers. Stain Technol 51:7-11.

Cozzi PJ, Wang J, Delprado W, Perkins AC, Allen BJ, Russel PJ and Li Y, 2005. MUCI,
MUC2, MUC4, MUCS5AC and MUCS6 expression in the progression of prostate cancer.
Clin Exp Metast 22: 565-73.

Custodio AMG, Goes RM and Taboga SR, 2004. Acid phosphatase activity in gerbil
prostate: comparative study in male and female during postnatal development. Cell Biol
Int 28: 335-44.

Custodio AMG, Jesus GP, Gées RM and Taboga SR, 2005. The old female prostatic
secretor epithelium of the gerbil (Meriones Unguiculatus) and its lipofuscinogenesis
age-dependent. Braz J Morphol Sci Suppl, 22:46.

Custodio AMG, Jesus GP, Santos FCA, Falleiros-Jr LR and Taboga SR, 2006. Senescence
and steroidal therapies induce alterations of the epithelial cells phenotypes in the gerbil
female prostate. In Proceedings of the XIII Congresso Brasileiro de Biologia Celular,
2006. Buzios, Brazil.

Custodio AMG, Santos FCA, Campos SGP, Vilamaior PSL and Taboga SR, 2007b. Aging
effects of the on Mongolin gerbil female prostate: structural, ultrastructural quantitative
and hormonal evaluations. Anat Rec (submitted).

Custodio AMG, Santos FCA, Campos SGP, Vilamaior PSL, Taboga SR, 2007c.
Histopatological aspects of the Mongolian gerbilo female prostate associated with
senescence (in process).

Di Sant’Agnese PA., 1992. Neuroendocrine differentiation in human prostatic carcinoma.
Human Pathol 23: 287-96.

Dodson MK, Cliby WA, Keeney GL, Peterson MF, Podratz KC. 1994. Skene’s gland
adenocarcinoma with increased serum level of prostate-specific antigen. Gynecol Oncol
55:304-7.

131



Grobholz R, Griebe M, Sauer CG, Michel MS, Trojan L, Bleyl U, 2005. Influence of
neuroendocrine tumor cells on proliferation in prostatic carcinoma. Human Pathol 36:
562-0.

Gross SA and Didio LJA, 1987 Comparative morphology of the prostate in adult male and
female of Praomys (mastomys) natalensis studies with electron microscopy. J
Submicros Cytol 19: 77-4.

Hines TM. 2001. The G-spot: A modern gynecologic myth. Am J Obstet Gynecol, 185:
359-62.

Howell WM and Black DA. 1980. Controlled silver staining of nucleolus organizer regions
with protective colloidal developer. I. Step method. Experientia 36: 104—105.

Legrier ME, Pinieux GD, Boye K et al., 2004. Mucinous differentiation features associated
with hormonal escape in a human prostate cancer xenograft. Br J Cancer 90: 720-7.

Pegorin de Campos SG, Zanetoni C, Gées RM and Taboga SR, 2006. Biological Behavior
of the Gerbil Ventral Prostate in Three Phases of Postnatal Development. Anat Rec 288:
723-33.

Santos FCA and Taboga SR, 2006. Female prostate: a review about the biological
repercussions of this gland in humans and rodents. Anim Reprod 3: 3-18.

Santos FCA, Carvalho HF, Goes RM and Taboga SR, 2003. Structure, histochemistry and
ultrastructure of the epithelium and stroma in the gerbil (Meriones unguiculatus) female
prostate. Tissue Cell 35: 447-57.

Santos FCA, Falleiros-Junior LR, Corradi LS, Vilamaior PSL and Taboga SR, 2007.
Experimental endocrine therapies promote epithelial cytodifferentiation and ciliogenesis
in the gerbil female prostate. Cell Tissue Res 328 :617-24

Santos FCA, Leite RP, Custdodio AMG, Carvalho KP, Monteiro-Leal LH, Santos AB,
Carvalho HF and Taboga SR, 2006. Testosterone stimulates growth and secretory
activity of the adult female prostate of the gerbil (Meriones unguiculatus). Biol Reprod
75: 370-9.

Schubach G. 2002. The G-spot is the female prostate. Am J Obstet Gynecol, 186: 850.

Shehata R, 1975. Female prostate in Arvicantihis niloticus and Meriones lybicus. Acta Anat
92:513-23.

Shehata R, 1980. Female prostate and urethral glands in the home rat, Rattus norvegicus.
Acta Anat 107:286-88.

Sloboda J, Zavia¢i¢ M, Jakubovsky J, Hammar E and Johnsen J, 1998. Metastasizing
adenocarcinoma of the female prostate (Skene’s paraurethrl galnds). Histological and
immunohistochemical prostate markers studies and first ultraestructural observation.
Pathol Res Pract 194: 129-36.

Tepper SL, Jagirdar J, Heath D and Geller SA, 1984. Homology between the female
parauretrhal (Skenes’s) glands and the prostate. Arch Pathol Lab Med 108: 423-5.

Uzoaru I, Akang EE, Aghadiuno PU and Nadimpalli VR, 1992. Benign cystic ovarian
teratomas with prostatic tissue: a report of two cases.Teratology 45: 235-9.

Wernet N, Albrecht M, Sesterhenn I, Goebbels R, Bonkhoff H, Seitz G, Inniger R and
Remberger K, 1992. The “female prostate”: localion, morphology,
immunohistochemical characteristics and significance. Eur Urol 22: 64-9.

132



Wernet N, Gerdes J, Loy V, Seitz G, Scherr O and Dhom G, 1988. Invertigations of the
estrogen (ER-ICA-test) and progesterone receptor in the prostate and prostatic
carcinoma on immunohistochemical basis. Virchows Arch Pathol 412: 387-91.

ZaviaCic M and Ablin RJ, 2000. The female prostate and prostate-specific antigen.
Imunohistochemical localization, implications of this prostate marker in women and
reasons for using the term “prostate” in human female. Histol Histopathol, 15: 131-42.

Zaviaci¢ M, 1999. The Female Prostate: From vestigial Skene’s parauretral glands and
ducts to woman’s functional prostate. Slovack Academic Press, Slovakia.

Zaviaci¢ M, Danihel L, Ruzickova M, Blazekova J, Itoh Y, Okutani R and Kaway T, 1997.
Immunohistochemical localization of human protein 1 in the female prostate (Skene’s
Gland) and the male prostate. Histochem J 29: 219-27.

Zaviaci¢ M, Jakubovska V, Belosovi¢ J and Breza J, 2000a. Ultrastrucuture of the normal
adult human female prostate gland (Skene’s gland). Anat Embriol 20: 51-61.

Zaviaci¢ M, Sidlo J and Borovsky M, 1993. Prostate specific antigen and prostate specific
acid phosphatase in adenocarcinoma of Skene’s paraurethral glands and ducts.
Virchows Archiv A Pathol Anat, 423: 503-5.

Zaviaci¢ M, Zajickova M, Blazekova J, Donarova L, Svetoslav S, Miroslav M, Zaviaci¢ T,
Holoméan K and Breza J, 2000b. Weight, size, macroanatomy, and histology of the
normal prostate in the adult human female: a minireview. J Histotechnol 23: 61-9.

133



LEGENDAS

Figura 1: Visdo geral do compartimento epitelial tipico da glandula prostatica feminina. A
e B: Morfologia do compartimento secretor constituido por células secretoras (CS),
também conhecidas como luminais, e basais (CB). Epitélio variando entre o simples cubico
e o colunar, respectivamente. Estroma formado pelas fibras de colageno (CO) subepitelial e
camada célula muscular lisa (CML). Coloracao: H&E. C: Células secretoras com granulos
PAS+ distribuidos e concentrados em sua por¢ao apical. Destaque para a area do Golgi (*).
D: Ultra-estrutura das células secretoras do epitélio (EP) secretor. Nucleo (N). Aumento:

2156x.

Figura 2: Provaveis células mucinosas do compartimento epitelial da prostata feminina. A:
Grupo de células com citoplasma basoéfilo distribuido no epitélio (EP). Regides semelhantes
a vacuolos (*) com basofilia mais ténue. Coloracdo: H&E. B: Granulos PAS+ (setas)
distribuidos pelo citoplasma correspondentes aos basofilos identificados anteriormente. As
regides vesiculares exibiram discreta marca¢do PAS+. C: Agrupamento de células com
basofilia mais intensa (setas) no epitélio. D e E: Células PAS+ mostrando diferencas na
intensidade de marcagao provavelmente correspondendo a quantidade de granulos (setas)
acumulados no citoplasma. F: Células argiréfilas (setas). G e H: Presenca de células

produtoras de muco no epitélio da vagina. Coloragdo: PAS e AgNOR, respectivamente.

Figura 3: A: Células colunares altas com basofilia marcante, porém de aspecto nao
granular. Coloracdo: H&E. B: Ultra-estrutura da célula secretora (SC) colunar alta com
acentuada eletron-densidade. Abundancia de organelas biosintéticas, como: complexo de
Golgi (CG) e mitocondrias (M) dispersas pela célula e vesiculas de secrecdo (VS)
concentradas em sua porcao apical. Reticulo endoplasmatico rugoso (RER), depositos do

tipo ceramidas (cabeca de seta). Aumento: 7750x.

Figura 4: A: Célula clara (seta) do compartimento epitelial da prostata feminina. Célula

muscular lisa (CML). Coloracao: H&E. B: Ultra-estrutura da célula clara (seta) mostrando
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uma menor eletron-densidade contrastando com a célula secretora (CS) tipica. Mitocondria
(M), complexo de Golgi (CG), reticulo endoplasmatico rugoso (RER), nucleo (N),

depostitos do tipo ceramidas (cabeca de seta). Aumento: 3597x.

Figura 5: A: Célula “fragmentada” (seta) do compartimento epitelial da prostata feminina.
Areas de fragmentagdo (*) identificada no tipo celular. Coloragio: H&E. B: Ultra-estrutura
da célula secretora (CS) apontando vesiculas secretoras heterogéneas (setas) com acumulo

de secrecao. A: 10000x.

Figura 6: A e B: C¢lulas espumosas (setas) do compartimento epitelial da prostata
feminina. Coloragdo: H&E. C: Marcagdo PAS+ da ténue rede citoplasmatica que se

distribue pela célula. Secrecao (setas).

Figura 7: A e B: Ultra-estrutura das células espumosas do compartimento epitelial da
prostata feminina. Citoplasma inteiramente revestido pelas amplas vesiculas secretoras.
Notar a distribuicdo das organelas biossintéticas, tais como: mitocondria (M), complexo de
Golgi (CG) entre os espagos citoplasmaticos intra-vesiculares. Célula secretora (CS),
nucleo (N), depositos do tipo ceramidas (*) e secrecao (setas). Aumentos: 4646x e 12930x,

respectivamente.

Figura 8: A: Células ciliadas do compartimento epitelial da préstata feminina. Corpusculo
basal (*). Coloracao: H&E. B: Ultra-estrutura da célula ciliada destacando a concentracao

de mitocondrias (M) proximas aos corpusculos basais (*). Nucleo (N). Aumento: 10000x.
Figura 9: A, B e C: Ultra-estrutura das células neurendocrinas do compartimento epitelial

da préstata feminina. Destaque para os granulos eletron-densos caracteristicos deste tipo

celular. Nucleo (N). Aumento: 16700x, 35970x e 12930x, respectivamente.
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CONCLUSOES GERAIS

1. Em relagdo a regulagdo hormonal da glandula prostatica feminina e alteragdes

decorrentes da senescéncia, foi observado:

- Uma precocidade morfofuncional quando comparada ao macho, possivelmente

atrelada aos niveis séricos de estrogeno;
- Uma similaridade estrutural e ultra-estrutural dos compartimentos prostatico na
idade jovem e adulta provavelmente em fun¢do da manuten¢do dos niveis séricos de

estrogeno durante as idades em questao;

- Uma maior suscetibilidade ao desenvolvimento de lesdes benignas, pré-malignas e

malignas na sensencéncia, vinculado a diminui¢ao dos niveis hormonais;

- Uma semelhanca histopatolégica com a glandula masculina em relagdo a

intensificagdo das lesdes no decorrer na senilidade;

2. Em relacdo ao processo de suplementacdo hormonal realizada com a

administracdo do DHEA exo6geno, foi observado:

- Um fenoétipo envelhecido caracterizando as células da glandula prostatica jovem;

- A estimulagdo da proliferacdo celular e conseqliente desenvolvimento de

histopatologias a partir da idade jovem em determinados periodos do tratamento;

- A supra-estimulagdo da atividade secretora a partir da idade jovem com a

manutencdo desse perfil nos demais periodos do desenvolvimento pds-natal avaliados;
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Em relagdo as distintas populagdes celulares do compartimento epitelial da

glandula, foi observado:

- Uma heterogeneidade das células secretoras epiteliais, até entdo ndo identificada
na glandula feminina, distinguida pelas varia¢des fenotipicas e propriedades tintoriais

mediante os corantes utilizados;

~ De um modo geral, as fémeas do gerbilo submetidas ou ndo a terapia hormonal,
serviram como um modelo experimental adequado possibilitando a associacdo dos aspectos
morfo-funcionais observados em suas prostatas, durante as diferentes idades do

desenvolvimento pds-natal, com a glandula da mulher.
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