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RESUMO

T e e ———

A glindula prostatica ndo € um 6rgdo exclusivo do aparelho reprodutor masculino.
Inicialmente conhecida como gléndula de Skene, estudos demonstraram que a prostata
feminina estd presente em vérias espécies de roedores ¢ em humanos. Evidéncias
embrioldgicas ¢ histoquimicas comprovaram a homologia entre os dois 6rgios. Em ambos
0S sex0s, a prostata € composta por elementos epiteliais, estromais e neurcenddcrinos cuja
diferenciagio e cujo desenvolvimento estdo sob a regulacdo hormonal. Muitas alteragdes
fisiopatologicas do complexo prostatico masculino podem se manifestar no érgio feminino.
As fosfatases 4cidas sdo enzimas difundidas na natureza podendo ser encontradas em
animais e plantas. Pertencentes a classe das hidrolases apresentam habilidade de catalisar,
em condigdes acidas, a hidrolise de monoesteres ortofosfato. Assim, o objetivo deste
trabatho foi comparar a expressdo da fosfatase acida nas prostatas femininas e masculinas
de Meriones unguiculatus durante as fases do desenvolvimento pés-natal. Para isso, as
prostatas de 18 animais foram removidas, congeladas em nitrogénio liguido, seccionadas
em criostato ¢ submetidas 2 incubagdo com o substrato sintético B-glicerofosfato de sodio.
O controle da reagfo foi obtido incubando o material sem o substrato e com o inibidor NaF
(fluoreto de sédio) adicionado a este. Apos a reagfio citoquimica, as ldminas foram contra
coradas com Metil-Green para a analise a microscopia de luz. A verificacao ultra-estrutural
da atividade enzimatica nos compartimentos celulares também foi realizada. A intensidade
da atividade fosfatdsica acida permitiu distinguir quatro categorias de marcacdes nas
prostatas de ambos os sexos: acinos com marcacio forte, intermediaria, fraca e ausente.
Nossos resultados apontaram atividade fosfatdsica acida em todas as idades do
desenvolvimento pés-natal. A prostata feminina apresentou maturidade biologica e
funcional anterior a masculina. Em ambos os sexos, ao longo do desenvolvimento pés-natal
do animal, foram verificados a dependéncia da atividade fosfatasica acida aos niveis de

testosterona.
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ABSTRACT

The prostate gland is not an exclusive organ of the male reproductive system. Initially
known as Skene’s gland, studies have demonstrated that the female prostate is present in
several rodents and in human specie. Embryological and histochemical evidences have
been proposed by the homology between these organs. Secretory epithelium, connective
stroma, smooth muscle cells and neuroendocrine elements compose the female and male
prostate gland. Androgen levels regulate the differentiation, development and maintenance
of these structures. Some pathological alterations in the prostate gland may occur in the
both male and female, however the existence of this organ in the female has been
neglected. Acid phosphatase is a family of enzymes that are widespread in nature, and can
be found in many animal and plant species. By Gomori's method, the use of the B-
glycerophosphate was employed to analyze the acid phosphatasic activity in the female and
male prostates of Meriones unguiculatus gerbil during the postnatal development. Eighteen
animals were employed and their prostates, immediately after the removal, were frozen at
liquid nitrogen, sectioned in Leica cryostat and incubated in sodium B-glycerophosphate
substrate. The controls of the reaction were obtained by incubation without the substrate
and with the inhibitor sodium fluoride added at the incubation media. After the reaction, the
material was stained by methyl green. The ultrastructural analyses of the acid phosphatase
activity were employed. In the both sexes, the acid phosphatase reaction intensity was
classified in four categories: acini with high intermediate, low and absent acinar
demarcation. Ours results revealed that the maturation of the female prostate occurs
previously to the male prostate. These data reinforce the dependence, in both sexes, of the
acid phosphatase activity and of the androgen levels during the postnatal development. In

addition, our results demonstrate that the female prostate is a gland functionally active in

the female organism.
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INTRODUCAO

1. Caracteristicas gerais da prostata humana

A prostata humana € ym 6rgdo glandular composto por elementos epiteliais, estromais
e neuroendocrinos cuja diferenciagio e desenvolvimento estfio sob a regulacio hormonal
(Nelson er al., 1998). Presente em varias fémeas de roedores e também na espécie humana,
a prostata ndo € um Orgdo exclusivamente masculino. Inicialmente conhecida como
glandula de Skene, a prostata feminina ¢ homologa a masculina com origem embrioniria a
partir do sino urogenital (Zaviacic, 1999).

A diferenga macroscOpica entre a prostata feminina e masculina humana esta em sua
localizagdo. No macho (Fig. 1a), a prostata situa-se na primeira por¢io da uretra, sendo esta
praticamente o centro do Orgdo, ao passo que a prostata feminina (Fig. 1b) encontra-se
intimamente ligada & parede da uretra. A espessura e o comprimento da uretra feminina
limita o tamanho da prostata (Zaviacic, 1999).

A prostata masculina humana € uma glindula tibulo alveolar composta sendo a
porgao alveolar secretora. Os ductos também podem secretar alguns componentes para o
contetido final da secregdio prostatica (Reese es al, 1996). Entremeando as porgdes
glandulares existe um estroma conjuntivo ricamente vascularizado, com esparsas fibras
conjuntivas (Carvalho e al, 1996) e células musculares lisas que tém papel contractil
durante & ejaculacio (Ross er al, 1993). No tecido estromal estio presentes nervos e
terminacBes nervosas. Uma fina capsula fibromuscular envolve o 6rgdo conferindo suas
diferentes formas nos diversos mamiferos ja estudados,

A prostata € a glindula mais volumosa e de maior expressividade funcional no
aparelho reprodutor masculino, responsavel pela secrecdo de um liquido fino de aspecto
leitoso que compde o volume seminal (Nettre, 1965). Tal secregdio apresenta propriedades
importantes para o processo de fertilizagdo, colaborando com a neutralizagio do meio e
contribuindo com o aumento da motilidade e fertilidade dos espermatozoides (Guyton,

1984). Kratochvil (1994) descreve a constituigio da secregdio da prostata feminina, analoga
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Figura 1a: Representa¢dio esquematica da localizacdo periuretral da prostata
masculina humana. Esquema segundo descrigbes de Zaviacic (1999).

Bexiga urindria

- Pristata

Figura 1b: Representagio esquematica da localizagdo e distribuicdo dos acinos
da prostata feminina humana. Esquema baseado em descrigdes de Zaviacic
(1999).



a secrecdo prostatica masculina e sua importincia durante o orgasmo feminino.

A prostata feminina humana € composta pelos mesmos componentes da masculina:
glindula, ductos e musculatura lisa, havendo maior nimero de ductos (Zaviacic, 1999). A
glandula prostatica ¢ tubulo alveolar revestida por células cubicas ou cilindricas,
moderadamente altas. Gldndulas e ductos estdo embutidos num tecido muscular fibroso e
vascularizado, proveniente da mucosa estromal da uretra (Zaviacic et al., 2000).

Varios fatores afetam a prostata levando-na a alteractes fisiopatologicas. Além dos
fatores genéticos, raciais e alimentares, o declinio hormonal decorrente da idade contribui
sobremaneira para a etiologia das doencas prostaticas. Muitos sintomas de doencas ditas do
complexo prostatico masculino podem se manifestar na prostata da fémea porém, a
auséncia de informacles e de estudos negligenciam este fato (Zaviacic, 1999). Técnicas
histoquimicas e imunohistoquimicas tém demonstrado ser a glindula parauretral uns dos
tecidos de origem do adenocarcinoma na uretra feminina. Marcag¢Ges uniformes positivas
do PSA (antigeno especifico prostatico) no adenocarcinoma priméario uretral comprovam

essa origem {(Dodson ef al., 1995).

2. A glandula prostatica do gerbilo

A prostata masculina do Meriones unguiculatus desperta o interesse biologico e
biomédico pela sua morfologia semethante & prostata humana, no que se refere a
compacidade e fusio dos seus lobos (Zanetoni, 2002). Enquanto o Orglo feminino
apresenta semethanga estrutural e fisiologica a prostata humana (Santos, 2002).

Anatomicamente, destaca em seu aparelho reprodutor masculino um par de testiculos
dos quais partem umas redes testiculares que se prendem cada uma, a um epididimo
amplamente convoluto, que estdo envoltos por uma capsula conjuntiva bastante resistente.
A glindula prostatica masculina estad constituida de dois 16bulos amarelados ventrais a
bexiga urinaria, exatamente no ponto em que a uretra recebe dois ductos espermaticos.

Estes lobos estdo ligados na juncdo da bexiga com as vesiculas seminais (Williams, 1974).

Nas fémeas, a prostata possui uma localizagdio parauretral, estando em intimo contato com
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a parede da uretra, nas porgdes mediana e distal, sendo em peso, 10% da prostata masculina
(Santos, 2002).

Histologicamente a préstata masculina do gerbilo apresenta um epitélio prismatico
simples composto por células secretoras. Entremeando as porgdes glandulares, o acino, ha
um estroma conjuntivo vascularizado e com abundante musculatura lisa e uma relativa
pobreza de fibras colagenas e elasticas entremeando a musculatura lisa (Zanetoni, 2002).

A prostata feminina possui os mesmos constituintes da prostata masculina: acinos e
ductos que se inserem numa matriz masculo-fibrosa. Onde os ductos revestidos pelo
epitélio cubico simples localizam-se mais proximos & uretra, formando aglomerados que se
inserem na musculatura uretral. As unidades secretoras prostaticas, denominadas acinos sdo
constituidas por estruturas alveolares ou tibulos alveolares, revestidas por um epitélio
cubico simples ou alto cilindrico localizados em porgdes mais distais da uretra podendo
variar em forma e tamanho. Estes estio embebidos em um tecido musculo-fibroso
altamente vascularizado. Havendo uma grande quantidade de fibras musculares lisas
envolvendo o acino, enquanto espessas fibras musculares esqueléticas s3o encontradas em
regides mais profundas do estroma ou na base do epitélio (Santos, 2002). Uma

caracteristica marcante da prostata feminina € a auséncia de tecido capsular organizado.

3. Caracteristicas da enzima fosfatase dcida

Enzimas séo proteinas de forma tridimensional com a fungdo de acelerar as reagdes
quimicas no local em que ocorrem, principalmente dentro das células, ou seja, sdo
catalisadores biologicos (Bull ez al, 2002). O resultado da reagio é uma mudanga especifica
do substrato criando uma nova molécula quimica ou um produto. Izoenzimas sdo proteinas
com atividade enzimatica que catalisam reagdes similares, mas diferem em certas
propriedades fisicoquimicas (Romas ez al., 1993).

As enzimas so classificadas em seis grupos de acordo com o tipo de reacio
quimica que realizam. As transferases, isomerases, ligases, oxidases, liases e as hidrolases.
Esta Gltima quebra moléculas quimicas tendo sempre a agua como parte do processo. As

~

fosfatases acidas sdo enzimas pertencentes i classe das hidrolases com habilidade de
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catalisar em condigdes 4cidas a hidrolise de monoesteres ortofosfato (Bull ez al, 20601).
Podem ser diferenciadas de acordo com propriedades estruturais, cataliticas, imunologicas,
distribuigio no tecido e localizagéo subcelular (Suter ef al., 2001).

As fosfatases acidas estdo presentes em maiores concentragdes no tecido e secregdo
prostatica, mas também sdo encontradas em eritrocitos, leucocitos, plaquetas, figado, bago,
rins, 0ssos e outros tecidos humanos (Cerri ef al,, 1999). Tenniswood e colaboradores
(1976) acreditam que a prostata € o principal 6rgio que secreta fosfatase acida, sendo sua
sintese dependente de androgeno.

Cinco importantes fosfatases Acidas humanas sdo identificadas: fosfatase acida
prostatica (PAP); fosfatase acida lisossomal (LAP); fosfatase acida eritrocitaria (EAP);
fosfatase acida do macrofago (MAP) e a fosfatase acida osteoclastica (OcAP) (Bull et al,
2001).

A fosfatase acida lisossomal (LAP) € um monoester ortofosforico do compartimento
endossomo/lisossomo. E expressa pelo cromossomo 11, com massa molecular de 100kDa e
uma seqiiéncia de 423 aminoacidos. In vitro, a LAP quebra fosfomonoesteres (adenosina
monofosfato, timolftaleina fosfato e glicose-6-fosfato) no pH écido (3,5-5,0). Esta fosfatase
¢ fundamental para o catabolismo de um ou varios substratos no lisossomo (Satftig ez al,
1997). A deficiéncia da fosfatase 4cida lisossomal € uma doenga autossdmica recessiva. As
caracteristicas clinicas da doenca incluem vOmito intermitente, letargia, hipotonia e
hemorragia terminal na primeira infincia. Qutros casos estudados mostram que esta
deficiéncia pode limitar os gldbulos brancos resultando em infecgdes recorrentes (Bull ez
al., 2001). Muitas doengas lisossomais levam a manifestagdes morfologicas, bioquimicas e
clinicas causadas pelo armazenamento do conteado lisossdmico resultante da inativagio de
uma ou varias proteinas lisossomais (Satftig ef al., 1997).

A fosfatase acida prostatica humana é um antigeno de diferenciagio especifico da
prostata. Expressa pelo cromossomo 3 essa glicoproteina dimérica possui massa molecular
de 100kDa e uma seqiiéncia de 345 amino acidos (Bull ef al,, 2001 e Lin et al,, 1993). Esta
enzima catalisa a transferéncia de um grupo fosfato do monoester para a agua (hidrélise) ou

para o alcool (transfosforilagio) em solugdo acida. A fosfatase acida prostética (PAP) €
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sintetizada pelo epitélio da glandula prostatica e secretada no fluido seminal (Luchter e
Ostrowski, 1974). A glandula prostatica libera-a no soro em maiores quantidades quando
ha proliferagdo do tecido malignizado, sendo usada como um marcador sorologico do
cancer de prostata (Bull et al,, 2001).

Embora muitos estudos de natureza bioquimica, citoquimica e até molecular destas
enzimas na prostata tenham sido realizados, pouco se sabe sobre o comportamento destas

ao longo do desenvolvimento péds-natal comparando suas atividades em ambos os sexos.
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OBJETIVO

O presente estudo teve por objetivo comparar a expressio da enzima fosfatase 4cida nas
prostatas masculinas e femininas do gerbilo Meriones unguiculatus, enfocando as fases do
desenvolvimento pos-natal: jovem (antes da fase reprodutiva), adulto (na fase reprodutiva
ativa) e senil (apos a fase reprodutiva). Para a comparacio foi empregada a técnica de

citoquimica de enzimas para avaliagio & microscopia de luz e eletrdnica de transmissdo.
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RESUMO

Presente no organismo masculino ¢ feminino a prostata € uma glandula composta
por elementos epiteliais, estromais e neuroendocrinos cuja diferenciagio e desenvolvimento
estdo sob a regulacdo hormonal. As fosfatases acidas sio enzimas difundidas entre os
animais ¢ vegetais. O presente trabatho comparou a expressdo da enzima fosfatase acida
nas prostatas femininas e masculinas do Meriones unguiculatus nas fases jovem, adulta e
senil. As préstatas foram removidas, congeladas em nitrogénio liquido, seccionadas em
criostato e incubadas com o substrato B-glicerofosfato de sddio. O controle da reagdo foi
incubado sem o substrato ¢ com o inibidor NaF (fluoreto de sédio) adicionado a este. As
laminas foram contra coradas com Metil-Green. A verificacio ultra-estrutural da atividade
enzimatica também foi realizada. O substrato B-glicerofosfato de sodio revelou, neste
animal, atividade fosfatisica acida total, destacando a prostatica e a lisossomal. A
intensidade da expressio enzimatica foi de modo heterogéneo distinguindo as marcagdes:
forte, intermedidria, fraca e a ausente. Os dados obtidos sugerem o amadurecimento
funcional da prostata feminina anterior ao 6rgio masculino. A atividade fosfatasica 4cida
em ambos 0s sexos ocorreu em todas as fases estudadas, verificando sua dependéncia aos

niveis de testosterona oscilante ao longo do desenvolvimento pds-natal.
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INTRODUCAO

As fosfatases acidas sfio enzimas pertencentes a classe das hidrolases, pois catalisam
a hidrélise de monoesteres ortofosfato sob condigbes acidas (Bull e al., 2001). Podem ser
diferenciadas de acordo com propriedades estruturais, cataliticas, imunologicas,
distribuicdo no tecido e localizaclo subcelular (Suter ef al, 2001). Além da identidade
funcional comum, as isoenzimas (ou tipos diferentes) das fosfatases acidas diferem uma das
outras devido ao tecido em que se expressa e cromossomo de origem, peso molecular,
homologia do amino acido, comprimento da seqiiéncia e resisténcia ao “L{+)tartrate” e fons
fluoreto (Bull e al., 2001).

Essas enzimas estdo presentes em concentragdes maiores no tecido e na secregio
prostatica, além disto também so encontradas em eritrocitos, leucdcitos, plaquetas, figado,
bago, rins, 0ssos € outros tecidos humanos (Cerri ef al., 1999). Segundo Ellis ¢ Brawer
(1994) a fosfatase acida € produzida nas células do epitélio acinar prostatico e se
concentram nos lisossomos e vacuolos secretores. Tenniswood e colaboradores (1976)
acreditam que a prostata € o principal orgéo que secreta fosfatase acida, sendo sua sintese
dependente de androgeno.

Cinco importantes fosfatases acidas humanas si3o identificadas: fosfatase acida
prostatica (PAP); fosfatase acida lisossomal (LAP); fosfatase acida eritrocitaria (EAP);
fosfatase acida do macréfago (MAP) e a fosfatase acida osteoclastica (OcAP).

As fosfatases acidas sio normalmente encontradas em baixas concentragdes.
Entretanto, mudangas em suas sinteses podem levar a doengas. O processo fisiopatoldgico é
manifestado pela alta ou baixa expressdo enzimatica, sendo (Gteis no diagnoéstico, atuando
como marcadores sorologicos, histolégicos e na investigagdo fisiopatologica da doenga
(Bull er al., 2001). Os niveis séricos de fosfatase acida podem aumentar com a manipulagio
pelo toque retal e doengas prostaticas, renais, Osseas, hepaticas e em diferentes neoplasias
(Cerri et al., 1999).

A fosfatase &cida nos machos € um produto importante da secregdo prostatica, pois
participa na hidrdlise da fosforilcolina no plasma seminal, sendo também considerado um

marcador do desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias (Spring-Mills e
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Hafez, 1980). Segundo Zaviacic (1999), a importancia dessa atividade enzimaética nas
fémeas ainda ndo estd clara, porém ndo se exclui a probabilidade de um desempenho
similar ao macho com respeito as caracteristicas sexuais secundarias ferininas.

A prostata ¢ uma glandula composta por elementos epiteliais, estromais e
neuroendocerinos cuja diferenciagio e desenvolvimento estio sob a regulacdo hormonal. Em
humanos, a doenga da prostata contribui para a morbidade e mortalidade na forma do
adenocarcinoma e hiperplasia prostatica benigna (Nelson ef al., 1998).

A prostata do gerbilo desperta o interesse bioldgico e biomédico pela sua
morfologia semelhante & prostata humana, no que se refere & compacidade e fusdo dos seus
lobos (Zaneton:, 2002). Este Orgio ndo € exclusivamente masculino, esta presente nas
fémeas de vanas espécies de roedores e também na espécie humana. Inicialmente
conhecida como glandula de Skene, apresenta homologia a prostata masculina. Nas fémeas
de gerbilo, a estrutura secretora prostatica, os acinos estdo localizados na porggo distal da
uretra e variam em forma e tamanho. A estrutura basica dos acinos da prostata feminina
esta em conformidade com o padrio estrutural apresentado pela glindula prostatica
feminina humana (Santos, 2002).

Estudos histoquimicos evidenciaram uma maquinaria enzimatica tipica na glindula
feminina comparavel a da prostata masculina, incluindo a presenca de fosfatase acida
prostatica e lisossomal. A evidéncia da fosfatase 4cida na glindula de Skene foi uma forte
razio para a incorporagdo do termo “prostata feminina” no inicio dos anos 80 (Zaviacic,
1699).

O objetivo do presente estudo foi comparar a expressdo da enzima fosfatase acida
nas prostatas femininas e masculinas do gerbilo Meriones unguiculatus, durante as fases do

desenvolvimento pds-natal.

MATERIAIS E METODOS
Animais:
Neste trabalho foram utilizados 18 animais, sendo 3 machos e 3 fémeas em cada fase do

desenvolvimento pds-natal: jovens (até 3 meses de vida, antes da idade reprodutiva),



adultos (de 4 a 10 meses de vida, durante a idade reprodutiva) e senis (a partir de 11 meses
de vida, apos a idade reprodutiva), provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade
Estadual Paulista, campus de Botucatu. Durante 0s experimentos os animais foram
mantidos no biotério do Departamento de Biologia, IBILCE/UNESP com ragdo solida
Labina e agua ad libitum.

Preparacio do tecido para citoquimica de luz

As prostatas de ambos os sexos foram obtidas apos sacrificio do animal por inalagdo
de éter etilico. O orglo foi removido, congelado em nitrogénio liquido e seccionado em
criostato Leica CM1850. Criocortes seriados foram realizados nas prostatas femininas por
apresentar um Orgéo diminuto ndo visivel macroscopicamente.

Criocortes de 10 pm foram fixados, por 5 minutos, em formalina-célcio 10% e,
posteriormente, incubados por 1 hora e 40 minutos no meio contendo o substrato B-
glicerofosfato de sodio (Gomori, 1950, modificado). O controle da reagéo foi obtido sem o
substrato e, também, com o inibidor fluoreto de sodio (NaF) adicionado ao meio de
incubagdo com o B-glicerofosfato de sddio. Apds a incubagio, o material foi lavado com
tampdo acetato e gotejado com sulfeto de amdnia (1%) por 3 minutos, lavado em agua
destilada e contra-corado com solug@o aquosa a 0,1% de Metil-Green, por 5 minutos.

Criocortes de 10 pm foram corados pelo Azul de Toluidina 0,025% em tampio
Mvllvaine pH 4,0 (Mello & Vidal, 1980}, para uma vis@o geral da distribuigdo dos acinos
prostaticos.

As laminas foram analisadas e fotomicrografadas em fotomicroscopio Zeiss-
Jenaval, usando-se filmes Kodacolor 135 mm ASA 100.

Preparacio do tecido para citoquimica-ultra-estrutural

Cortes de 50 pum do tecido prostatico foram feitos em criostato Leica CM1850,
colocados em 1dmina escavada, fixados em paraformaldeido 2% em tampdo cacodilato
0,1M pH 7.3, lavados em tamp#o Tris-maleato 0,02M pH 7.3 em sacarose 10% e em

tampdo acetato 0,05M pH 5.0. Os cortes foram incubados com B-glicerofosfato de sddio
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por 1 hora e 40 minutos. O controle da reacdio foi incubado sem o substrato e com o
inibidor NaF adicionado ao substrato pelo mesmo tempo. Os cortes foram lavados em
tamp3o acetato 0,05M pH 5.0, tamp@o Tris-maleato 0,02M pH 7.3 em sacarose 10% e em
tampdo cacodilato 0,2M pH 7.3. Os cortes foram pés-fixados em tetroxido de ésmio 1% em
tampio cacodilato 0,IM pH 7.3 e lavados em 4gua bidestilada. Apds a pos-fixagdo os
cortes foram desidratados em gradientes de acetona e incluidos em araldite (Serrano ef al,
1976 e Kimura ¢ Ichihara, 1985, modificados).

Cortes ultrafinos, de aproximadamente 50 nm de espessura, foram obtidos em
ultramicrétomo automatico LKB, com navalha de diamante. Alguns cortes foram
analisados sem contrastar e outros confrastados pelo acetato de uranila a 2%, por 20
minutos (Watson, 1958) e citrato de chumbo a 2%, por 6 minutos (Venable e Coggeshall,
1965, modificado). As telas foram observadas em microscopio eletrfnico de transmiss3o
Zeiss-EM 910 do Centro de Microscopia “Prof. Celso Abbade Mourdo” - IBILCE/UNESP,
S3o José do Rio Preto, SP.

Analise da intensidade de marcacio dos acinos

A média dos perfis de acinos prostaticos femininos e masculinos, do totat de 4cinos
presentes no corte histologico, com diferentes intensidades de atividade enzimatica foi
submetida a histogramas de freqiéncia elaborados no programa Excel. A analise estatistica
foi executada no software Statistica 6.0 (Copyright©StatSoft, Inc. 1984-1996). O teste de
hipétese utilizado para a averiguagiio da significincia foi o Anova, onde o nivel de

significAncia adotado foi 5% (p < 0,03).

RESULTADOS

A prostata feminina apresentou na fase jovem acinos desenvolvidos com lamen
maior que a dos machos (Figs. 1 e 7); esses acinos na fémea estdo intimamente ligados &
parede da uretra (Fig. 31), enquanto no macho circundam-na (Fig. 1). A prostata na fase

adulta mostrou nas f€meas, um epitélio colunar alto em relagio ao macho (Figs. 13 e 19).

25



Na fase senil, em ambos os sexos, 0s acinos apresentaram liimen maior que as demais fases
do desenvolvimento (Figs. 25 e 31).

O produto da reagio destacou-se na regifio supranuclear, formando uma faixa de
atividade enzimaética sob a superficie luminal da célula epitelial, ndo sendo observada
marcagdo positiva na regido luminal.

A marcag8o dos acinos nas prostatas, de ambos os sexos e em todas as idades, se
deu de forma heterogénea (Figs. 2, 8, 14, 20, 26 ¢ 32), 0 que permitiu classifica-la em 4
categorias: 4cinos com marcagio forte, intermediaria, fraca e ausente. Os 4cinos de
marcagio forte mostraram alta atividade enzimatica em todo o seu epitélio (Figs. 3, 9, 10,
15, 16, 21, 27, 29 e 33). Faixas epiteliais com alta atividade enzimatica foram intercaladas a
faixas que ndo expressaram a enzima caracterizando a marcagio intermediaria (Figs. 5, 9,
10, 12, 16, 22, 27, 29 e 34). A baixa atividade fosfatasica acida caracterizou o tipo de
marcagio fraca, onde apenas poucas células do acino revelaram a atividade (Figs. 3, 4, 9,
12, 17, 24, 28 e 36). Acinos com a auséncia de marcagdo ndo apresentaram atividade
enzimatica positiva (Fig. 8).

Em algumas regides epiteliais foram observados pontos citoplasmaticos
intensamente marcados, que chamamos aqui de marcagGes puntiformes (Figs. 5, 12, 24, 34
e 36). Outros acinos mostraram atividade fosfatasica 4cida nuclear em diferentes
intensidades de marcacdo nas idades estudadas (Figs. 4, 12, 16, 17, 24, 28 e 36).

A analise ultra-estrutural permitiu identificar marcagdes nucleares heterogéneas
(Figs. 37, 40 a 42), marcacBes na regido do Complexo de Golgi (Figs. 41 e 42), nos
lisossomos (Fig. 37) e vesiculas secretoras (Figs. 37 a 39). A atividade fosfatasica acida foi
também detectada nos “blebs” das secrecdes apocrinas (Fig. 44) e na superficie das células
de secregio merocrinas (Fig. 43). Devido ao padrio de distribuiciio ultra-estrutural ter sido
semelhante nas diferentes idades e sexo, nossos resultados documentam o material
proveniente do macho adulto.

A anélise quantitativa dos perfis de acinos mostrou (Figs. 45 e 46), na fase jovem da
prostata feminina, uma alta atividade fosfatdsica acida, onde elevados numeros de 4cinos

foram fortemente marcados (70,27%, erro padrio [EP]= 1,84), enguanto as marcagdes
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intermediarias (12,95%; EP= 4,24) e fraca (12,88%,; EP= 7,22) foram baixas e poucos
acinos ndo tiveram atividade enzimatica (3,9%; EP= 2,08). Nos machos, poucos acinos
(3,28%; EP= 1,65) expressaram uma alta atividade enzimatica ocorrendo uma maior
marcagfo intermediaria (18,07%, EP= 6,02). Porém, comparada a outras idades desse sexo,
a baixa atividade enzimatica ocorreu nessa fase, havendo elevado nimero de acinos com
marcagiio fraca (52,99%; EP= 8,15). A auséncia de marcagdo foi consideravelmente grande
(28,2%; EP= 14,27). Assim, nas fémeas destacou-se uma alta atividade enzimatica, ao
contrario dos machos. Essa diferenca pode ser comprovada pelo teste de hipotese utilizado
para averiguacio da significincia, Anova (p < 0,05), onde a intensidade de marcacdo forte
na fase jovem foi altamente significativa, com p < 0,000011, juntamente com a marcacio
fraca, com p < 0,021173.

Na fase adulta da prostata feminina, comparada as outras idades deste mesmo sexo,
elevado nimeros de acinos foram intensamente marcados (74,88%; EP= 19,80),
evidenciando uma alta atividade fosfatésica acida. Menor niimero de Acinos apresentou uma
marcacdo intermediaria (15,95%; EP= 12,76} e fraca (7,84%; EP= 7,84), porém a auséncia
da atividade fosfatdsica acida foi menor nessa fase (1,33%; EP= 1,33). Enquanto na
prostata masculina os acinos apresentaram elevada expressio da enzima, sendo a marcacio
forte (60,31%; EP= 15,71) quando comparada com outras idades desse sexo e com outras
intensidades dessa mesma fase. A marcag8o intermediaria foi grande (34,9%; EP= 14,61),
enquanto a fraca foi baixa (4,78%; EP= 2,63). Nessa fase nenhum Aacino apresentou
auséncia de atividade (0%; EP= 0). Assim, a aita atividade enzimatica nas fémeas foi mais
elevada que nos machos, enquanto a auséncia de marcagio foi pequena na fémea e no
macho foi nula.

A fase senil da prostata feminina mostrou alta atividade enzimatica com elevado
numero de 4cinos marcados fortemente (62,76%; EP= 20,61), porém a marcagio
intermediaria foi grande (31,35%; EP= 15,12) quando comparada as outras idades nesse
sexo. Poucos acinos marcaram-se fracamente (3,92%; EP= 3,92) ocorrendo um pequeno
namero de acinos com marcagio fraca e poucos acinos ndo apresentaram atividade

enzimatica (1,96%; EP= 1,96). Nos machos, os acinos apresentaram marcacio forte
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(26,34%; EP= 19,91) e fraca (24,68%; EP= 5,80), enquanto a marcacio intermediaria foi
baixa (7,93%; EP= 19,53). Porém nessa idade, comparados as demais deste mesmo sexo,
elevados niimeros de acinos ndo apresentaram atividade enzimatica (41,06%; EP= 28,28).
Dessa forma, as f€meas exibiram uma maior atividade enzimatica e poucos 4cinos com
auséncia de marca¢do quando comparadas aos machos que mostraram muitos &cinos com

auséncia de atividade fosfatasica acida.

DISCUSSAO

No gerbilo, a incubag@io do tecido prostatico com o substrato sintético B-
glicerofosfato de sodio provou ser excelente para a atividade fosfatasica acida total,
destacando a atividade prostatica e lisossomal. Além deste substrato, a atividade pdde ser
revelada em outras espécies pela cistidina 3° monofosfato e a-naftol-fosfato que mostram a
atividade lisossomal e “naphthol AS-BI phosphato” e fosforilcolina a atividade prostatica
(Serrano ef al., 1976 e Kimura e Ichiara, 1985). A reagio negativa, obtida apos a incubacio
dos criocortes no meio com auséncia do B-glicerofosfato de sddio e com o seu uso
adicionado ao ibidor NaF, ratificou a atividade enzimatica do tecido prostético. Segundo
Bull e colaboradores (2001) tanto a fosfatase acida prostatica, como a lisossomal sdo
resistentes ao tartarato e ions fluoretos, ou seja, ndo manifestam sua atividade na presenga
desses inibidores.

A atividade fosfatdsica 4cida positiva ndo foi observada no limen dos 4cinos
femininos e masculinos, possivelmente devido &s etapas da técnica histoquimica. Essa
auséncia de marcagdo tem sido explicada de véarias maneiras. Segundo Kimura e Ichihara
(1985) o produto da reagfo enzimatica pode ter sido removido do lamen durante o
processamento histoquimico, ou entfo, as enzimas proteoliticas hidrolisaram a fosfatase
acida do limen, j4 que muitas estdo presentes no liquido seminal.

Na fase jovem o padrio morfologico ¢ a atividade fosfatasica acida intensa
observados na f€mea oplem-se A baixa atividade no macho, o que mostra um
amadurecimento do 6rgdo feminino anterior ao masculino. A atividade enzimética na

fémea, nessa idade, € comparavel a fase adulta feminina e masculina, onde ocorre a mais
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elevada expressdo da fosfatase acida. Na fase senil o macho mostrou uma atividade
fosfatasica acida baixa prevalecendo maior porcentagem de acinos com auséncia de
atividade, enquanto a fémea permaneceu com uma alta atividade.

Nossos resultados apontam para uma prematuridade da expressio da fosfatase acida
na prostata feminina quando comparada com a masculina. O baixo nivel de testosterona
existente no o6rgdo feminino foi o suficiente para ativar a maquinaria de expressio da
enzima, ainda na fase jovem, sendo essa concentragdo capaz de manter a expressio
enzimatica at€¢ as fases seguintes. No que se refere a expressio enzimatica, hd um
desacordo com o0s estudos das dosagens hormonais intraprostaticas, efetuadas por
Ghanadian e colaboradores (1997), onde o 6rgio feminino necessita das mesmas
concentragdes de testosterona requenidas pelo masculino para se desenvolver. Contudo, o
organismo feminino produz apenas 5% do total de testosterona que ¢ produzido
diariamente pelo organismo masculino (Staub e Beer, 1997).

Ao contrario, a prostata masculina necessita uma concentra¢io hormonal superior
para expressar a alta atividade enzimaética obtida apenas na fase adulta. Essa afirmativa vem
ao encontro dos achados de Tenniswood e colaboradores (1976) que propdem a
dependéncia da sintese de fosfatase acida aos androgenos.

A analise exploratéria, obtida a partir do histograma de freqiiéncia, mostra que a
fémea mantém um padrio de marcagio uniforme nas fases estudadas, enquanto no macho a
variagio foi wvisivel. Isto foi resultante do nivel de testosterona variavel durante o
desenvolvimento. A maior expressdo enzimatica ocorreu na fase adulta com a elevacio dos
niveis de testosterona. No climatério, a quantidade de acinos com auséncia de marcacio
elevou-se devido ao declinio hormonal decorrente da idade.

Na fase adulta a alta atividade observada em ambos 0s sexos sustenta a proposta de
Zaviacic (1985) que demonstrou, por diferentes técnicas aplicadas a glandula prostatica
feminina, que a distribuigdo e atividade fosfatasica acida sio comparaveis aos 4cinos
prostaticos masculinos.

Segundo Zaviacic (1999) diferencas tem sido demonstradas entre a magquinaria

enzimatica da prostata feminina de uma crianga com uma mulher na fase pés-menopausa, a
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qual mostra redugdo de algumas enzimas, como: naftil esterase, desidrogenases e aigumas
glicose-6-fosfato, enquanto a fosfatase acida lisossomal aumenta e a prostética € mantida
ou se reduz.

O estudo citoquimico ultra-estrutural mostrou depdsitos dos produtos da reagéo
fosfatasica acida nos nucleos, lisossomos, Complexo de Golgi e vesiculas de secregdo. A
atividade enzimatica heterogénea foi observada no nicleo da célula epitelial. Segundo
Landim e colaboradores (2002) e Azeredo-Oliveira & Mello (1998) a atividade fosfatasica
acida nuclear heterogénea € expressa em varias células, mas seu controle permanece
desconhecido. Os componentes nucleares freqiientemente apresentam atividade fosfatasica
acida positiva, sugerindo sua ativac@o durante a transcricio do RNA ribossémico no centro
fibrilar do nucléolo (Oliveira, 1997). Taboga (2001) atribuiu a atividade fosfatasica acida,
bem como a atividade de outras enzimas nucleares, como sendo fungfio da matriz nuclear,
local especializado do niicleo interfasico onde estas enzimas podem estar localizadas.
Portanto, h4 uma relacio entre a intensidade de marcagio e o nivel de transcrigio em que se
encontra a célula {Landim et al, 2002). A analise ultra-estrutural revelou dois tipos de
secrecdo celular. A secreg@io do tipo merdcrina, onde o produto foi liberado para o lumen
através da vesicula de secrecéo, e a do tipo apocrina, onde a secregfo atingiu o lamen pela
formacio do “bleb” apical. A fosfatase acida ¢ produzida nas células do epitélio dos acinos
prostaticos e se concentra nos lisossomos e vactiolos secretores (Ellis ez al., 1994).

As investigagdes histoquimicas e enzimaticas no 6rgdo prostatico contribuiram para
fortalecer a homologia entre o 6rgéo feminino e masculino, anteriormente dada apenas pela
origem embriologica a partir do sino urogenital (Zaviacic, 1999).

A préstata feminina apresentou maturidade enzimatica anterior & masculina e sua
funcionalidade foi confirmada pela alta atividade fosfatasica acida. Segundo Santos (2002)
a prostata feminina pode ser considerada pouco desenvolvida, o que ndo deve ser associado
a ndo-funcionalidade ou imaturidade deste 6rgdo. A presenga de um epitélio diferenciado e
de células secretoras com alta atividade sintética é a mais forte evidéncia da sua maturidade
funcional. Ao contrario de propostas antigas de que a prostata feminina era apenas um

orgdo resquicial embrionario sem nenhuma funcio biologica (Wernet ef al.,, 1992).



Nossos resultados na prostata masculina reforgam que a atividade da enzima no
presente estudo € dependente das variagGes dos niveis séricos intraprostaticos de
testosterona que oscilam ao longo da vida do animal. Enquanto a baixa concentragio de
testosterona existente na prostata feminina € o suficiente para manter a atividade enzimatica
ao longo de todo o desenvolvimento.

Assim, nosso estudo corrobora e solidifica a importdncia da glandula prostatica

feminina tanto quanto a masculina, sendo sua maturidade bioldgica e funcional evidente.
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LEGENDAS DAS FIGURAS:

FIGURAS 1 a 12: Fotomicrografias de criocortes de prostatas masculinas (coluna
da esquerda) e femininas (coluna da direita) de individuos jovens. 1: Visdo geral do 6rgio
mostrando a disposico dos acinos (a) ao redor da uretra (u) envolta por camada muscular
(m), corados com Azul de Toluidina. 45X. 2 a 5; 8 a 10 e 12: Reacio positiva da atividade
fosfatasica acida com contracolorago de Metil-green. 2: Acinos com atividade enzimatica
heterogénea. 90X. 3: Acinos com marcagdes forte (f) e fraca (fr). 144X, 4: Detalhe do
acino com marcac8o fraca (fr), destacando atividade nuclear (*). 360X, 5: Corte tangencial
da calota de um 4cino com marcagio intermedisria (i) ¢ puntiforme (setas). 360X, 6:
Reagdo negativa: auséncia do substrato. 90X. 7: Visdo geral dos acinos (a) no tecido
prostatico corado com Azul de Toluidina. 45X. 8: Atividade fosfatasica acida heterogénea
nos acinos prostaticos (a) ligados intimamente 4 uretra (u), destacando 4cinos com auséncia
de marcagdo (*). 40X. 9: Acinos com marcagBes forte (f), intermediaria (i) e fraca (fr).
300X. 10: Acinos com marcacdes forte () e intermediaria (i). 360X. 11: Reagdo negativa:
presenca do NaF. 150X. 12: Acinos com marcagdes intermediaria (i), fraca (fr) destacando

atividades puntiformes (setas) e nucleares (*). 300X

FIGURAS 13 a 24: Fotomicrografias de criocortes de prostatas masculinas
(coluna da esquerda) e femininas {coluna da direita) de individuos adultos. 13: Visio geral
dos 4cinos (a) corados com Azul de Toluidina. 36X. 14 a 17; 20 a 22 e 24: Reacdo positiva
da atividade fosfatdsica acida com contracoloragio de Metil-green. 14: Acinos com
atividade fosfatasica acida heterogénea. 90X. 15: Epitélio com atividade fosfatasica acida
alta, caracterizando a marcagdo forte (f). 200X. 16: Acino com marcaco intermediaria (1)
destacando a atividade nuclear (*). 360X. 17: Epitélio de um acino com marcacio fraca
(fr), destacando a atividade nuclear (*). 300X. 18: Reagio negativa: auséncia de substrato.
200X. 19: Visdo geral dos acinos (a) no tecido prostatico, destacando o epitélio mais
espesso (*) corado com Azul de Toluidina. 60X. 20: Acinos com atividade enzimatica,

50X. 21: Acinos com marcagdes forte (f). 360X. 22: Acinos com marcacoes intermediaria
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(i). 150X. 23: Reagiio negativa: presenga de NaF. 150X. 24: Acino com marcagio fraca (fr)

destacando as atividades nucleares (*} e puntiformes (setas). 360X

FIGURAS: 25 a 36: Fotomicrografias de criocortes de prostatas masculinas
{coluna da esquerda) e femininas (coluna da direita) de individuos senis. 25: Distribuicdo
dos acinos (a) com um aumento luminal (1) corados com Azul de Toluidina. 36X. 26 a 29;
32 a 34 e 36: Reacfo positiva da atividade fosfatasica acida com contracoloragio de Metil-
green. 26: Atividade fosfatasica acida heterogénea nos acinos prostaticos. 45X. 27: Acinos
com marcagdes forte (f) e intermediaria (i). 45X. 28: Acino com marcacio fraca (fr)
destacando a atividade nuclear (*). 150X. 29: Acinos com marcagdes forte (f) e
intermediaria (i). 90X. 30: Reaglo negativa: auséncia do substrato. 45X. 31: Visdo geral
dos é4cinos (a) intimamente ligados a uretra (u), destacando o aumento luminal {1}, corados
com Azul de Toluidina. 36X. 32: Atividade enzimaética nos acinos. 45X. 33: Detalhe do
acino com intensa atividade fosfatasica acida (f). 360X. 34: Epitélio acinar altamente
marcado seguido por faixa de células com atividade puntiforme (seta), compondo a
marcagdo intermediaria (i). 360X. 35: Reacfo negativa: presenga do NaF. 150X 36: Acino

com marcagdo fraca (fr) destacando as atividades puntiformes (seta) e nucleares (*). 360X.

FIGURAS 37 a 44: Ultramicrografias do tecido prostatico adulto masculino
mostrando a reagdo positiva da atividade fosfatasica acida apés incubagiio com B-
glicerofosfato de sodio. 37: Célula epitelial mostrando a atividade fosfatasica acida,
destacando-se a atividade no nucleo (n), lisossomos (1) e vesiculas de secregiio (vs). Sem
contraste. 15500X. 38: Periferia da vesicula de secrecio com atividade positiva (vs) e
detalhe da extrusdo celular (seta) Sem contraste. 26.000X. 39: Atividade fosfatasica acida
na periferia da vesicula de secregdo (vs) e vesicula atingindo o apice da célula (seta). Com
contraste. 33.400X. 40: Nucleo (n) com atividade fosfatasica 4cida. 35.000X. 41: Nicleo
(n) e Complexo de Golgi (g) marcados positivamente. Sem contraste. 35.000X. 42:
Atividade positiva no Complexo de Golgi (g} posicionado acima do micleo (n). Com

contraste. 12.000X. 43: Reagfo positiva mostrando a secre¢do do tipo merdcrina (setas).
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Com contraste. 43.200X. 44: “Bleb” marcando a secregio do tipo apocrina. Com contraste.
36.200X.

FIGURA 45 e 46: Histogramas de freqiiéncias de médias e respectivos erros

padrdes dos perfis de acinos prostaticos de gerbilos fémeas (Fig. 45) e machos (Fig. 46) em

diferentes intensidades de atividade da enzima fosfatase acida.

37



38



39



40



41



Acid Phosphatase activity in Gerbil's female prostate
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CONCLUSOES GERAIS

1- A atividade fosfatasica acida revelou uma maquinaria enzimatica na prostata
feminina ¢ masculina de Meriones unguiculatus ao longo das fases do desenvolvimento
pos-natal. A atividade enzimatica ocorreu de forma heterogénea nos 4cinos, o que permitiu
classifica-los em 4 categorias: acinos com marcagio forte, intermediaria, fraca e ausente.

2- O B-glicerofosfato de sédio revelou ser um excelente substrato para o estudo da
fosfatasica acida total na prostata do gerbilo.

3- A distribuiciio da atividade fosfatasica acida foi diferente nas fases do
desenvolvimento em ambos os sexos.

4- O padrao de marcagdo dos perfis de acinos, frente ao teste citoquimico para a
atividade fosfatasica 4cida, foi constante na prostata feminina e variavel na masculina. Nas
fémeas a porcentagem de 4cinos com alta atividade ocorreu em todas as fases ao longo do
desenvolvimento pds-natal. O bloqueio da atividade ndo cessou com o envelhecimento dos
animais.

5- As diferengas encontradas na expressio fosfatdsica acida, nos diferentes
compartimentos glandulares da prostata de ambos os sexos, revelam que as variages dos
niveis de testosterona influenciam na expressio dessa enzima.

6- A alta marcagio da atividade na fémea jovem indica uma prematuridade
funcional da prostata feminina. A manutengfio da atividade enzimatica, em todas as fases da
vida, permite afirmar que este Orgdo tem importincia morfo-funcional para o

desenvolvimento sexual feminino.
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