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Resumo

As doencas prostaticas constituem um problema comum em cies
adultos e idosos. Uma das afec¢oes mais freqiientes ¢é a hiperplasia
prostatica benigna (HPB) que, tanto no cao como no homem, esta
associada ao avanco da idade e ao desequilibrio hormonal. No presente
trabalho foram mensurados hormonios andrégenos, estrégeno,
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fosfatase acida prostatica (PAP) e antigeno prostatico especifico (PSA)
de 37 cdes com idade superior a trés anos, em fun¢io do aspecto
microscopico da prostata. Encontraram-se baixos niveis de estrogeno
e altas concentracdes de PSA nos animais com algum tipo de hiperplasia.
Os valores de PAP sérico e urinario também foram maiores nos caes

com hiperplasia.

Introducao

A HPB ¢ um aumento espontaneo
da préstata induzido por hormonios,
freqiiente em cées adultos e idosos, sendo
considerada a alteracio mais comum da
prostata canina, visto que cerca de 100% dos
cies adultos inteiros desenvolvem evidéncias
histologicas de hiperplasia com o avangar
da idade®****'*!, Em relacdio aos fatores
hormonais envolvidos na patogenia desta
afeccido, sabe-se que a testosterona,
produzida nos testiculos, é o principal
andrégeno circulante do organismo, e da
origem a outros dois hormoénios: a
diidrotestosterona (DHT) e o 17 estradiol,
sendo todos abarcados no estabelecimento
do processo®.

A DHT ¢é um mediador do
crescimento prostatico, estd localizada
principalmente nas células estromais da
glandula e pode atuar de forma autéerina ou

paracrina nas células epiteliais glandulares. Em
ambos os tipos celulares, a DHT liga-se a
receptores androgénicos nucleares que
sinalizam a transcricao de fatores de
crescimento mitogénicos para as células
epiteliais e estromais. A testosterona pode
ligar-se diretamente a estes receptores e
estimular o crescimento celular, entretanto, a
DHT é dez vezes mais potente por dissociar-
se mais lentamente dos receptores
nucleares'*%,

O estrégeno (E,), além de contribuir
para o desenvolvimento da HPB, sensibilizando
a prostata para andrégenos'™**) leva ao
aumento da formacdo de DHT na prostata,
estimula o crescimento de musculatura lisa, a
sintese de colageno estromal e a metaplasia
escamosa do epitélio****3% De acordo com
Coffey’ o estrégeno ainda diminui a taxa de
apoptose, induz a inflamacio, bloqueia a
funcio secretora epitelial e adiciona adutos
ao DNA das células prostaticas.
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O desequilibrio nos niveis de
androgenos prostaticos altera a interacao
entre epitélio e estroma, visto que as células
epiteliais respondem a estimulos de fatores
de crescimento produzidos pelas estromais.
Esta altera¢io pode resultar em um
descontrole na prolifera¢io, migracio e
morte celular, tornando-se um dos fatores
que contribuem no desenvolvimento da
HPB21,34.

O primeiro marcador biolégico
utilizado no diagnoéstico de afecgdes da
prostata foi a fosfatase acida, que se
apresentava aumentada no soro de pacientes
humanos com carcinoma prostatico
metastatico. Corazza et al.'” determinaram
os valores séricos de PAP, fosfatase acida
nao prostatica (PAPN) e fosfatase acida total
(PAT) em cies controle e com doengas
prostaticas. Em cées adultos saudaveis as
concentracOes séricas de PAT e PAP
aumentavam com a idade. Da mesma
forma, os niveis de PAP apresentavam-se
aumentados em cides com HPB e, naqueles
com cancer de prostata (CP), estes valores
encontravam-se ainda mais elevados,
firmando a dosagem da PAP um importante
método diferencial entre as HPB e os CP.

Uma vez que o PSA foi escolhido
como meio de detecgdo precoce do cancer
de préstata em humanos®®’, surgiram
davidas se esta enzima seria um bom
marcador em outras espécies. Karr et al.®
utilizando andlise por southern blot detectaram
genes relacionados ao PSA humano em
primatas, mas nao em outros mamiferos,
incluindo coelhos, bovinos, suinos, caninos,
ratos e camundongos. Da mesma forma,
Bell et al.® avaliaram a concentracgio sérica e
seminal de diferentes glicoproteinas
prostaticas no cdo, com o objetivo de testar
o valor diagnéstico desses marcadores nas
diversas afec¢Oes da glandula nesta espécie.
Estes pesquisadores nao detectaram PSA
sérico ou seminal e a PAP ndo apresentou
diferengas entre os animais normais e aqueles
com HPB, prostatite e neoplasia.

Diante do exposto, o presente trabalho
teve por objetivo verificar os valores séricos de
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E,, T, e DHT, bem como as dosagens sérica e
urinaria de PSA e PAP em ces adultos, em funcio
do diagnostico histopatologico da prostata.

Materiais e Métodos

Foram utilizados 37 caes, com idade
= 3 anos, sem restricdes quanto a raga. Os
animais foram selecionados aleatoriamente,
sem a necessidade de apresentarem histérico
ou alterag¢des clinicas relacionadas a algum tipo
de afeccdo prostatica. Mensuraram-se 0s
valores séricos e urinarios de fosfatase acida
prostatica (PAP) e antigeno prostatico
especifico (PSA), bem como os valores
séricos de testosterona (T), diidrotestosterona
(DHT) e estrégeno (E,). Apds a mensuragio,
estes valores foram avaliados considerando a
classificagdo histopatologica da prostata.

Amostras de soro e urina para as dosagens de PAP,
PSA, T,, DHT e E,

Amostras sangliineas foram obtidas
por puncao da veia jugular, utilizando-se
tubos Vacutainer (SST Gel and clot ativator,
Becton Dickinson) e agulhas Vacutainer
(21G1, Becton Dickinson ). Em seguida o
sangue era centrifugado a 1500 rpm, durante
cinco minutos, para obtengdao do soro. As
amostras de urina eram obtidas por sondas
uretrais acopladas a seringas de 10ml. Todas
as amostras foram coletadas no periodo da
manhi para diminuir variacdes nos valores
hormonais decorrentes de oscilagdes
circadianas normais®. O soro e a urina para
a mensurac¢ao de todas as variaveis propostas
(PAP, PSA, T,, DHT e E) eram
acondicionados em tubos de eppendorf,
contendo 500ul de amostra, e congelados
em freezer a -20°C, até o momento das
dosagens'™'**. As aliquotas de soro e utina
destinadas as dosagens de PAP recebiam uma
gota de acido acético de acordo com
indicacao do fabricante, para que pudessem
ser mantidas congeladas até o momento do
processamento.

Dosagens séricas e urinarias de PAP e PSA

As dosagens de PAP e PSA no soro e



urina foram realizadas no Laboratério
Clinico da Faculdade de Medicina da
UNESP, Botucatu, SP, nos Servicos de
Bioquimica e Sorologia, respectivamente.
Para a mensuracio da PAP, utilizou-se o
equipamento de automagao Technicon-RA-
XT, com kit comercial para dosagem de
fosfatase acida total e prostatica (Biotrol Pac
monoreactif, c6d. A03034, Biotrol
Diagnostic, Franca). As dosagens sérica e
urinaria do PSA foram efetuadas em
equipamento automatizado Elecsys (Roche),
por método de eletroquimioluminescéncia,
utilizando kit comercial para a dosagem de
PSA total (Elecsys total PSA immunoassay,
c6d. 1731262, Roche, Alemanha).

Testosterona, diidrotestosterona e estrogeno séricos
As mensuracoes séricas de testosterona,
diidrotestosterona e estrégeno foram realizadas
no Laboratério de Dosagem Hormonal do
Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinatia e Zootecnia, Universidade de Sdo
Paulo (USP), Sao Paulo, SP. Para as dosagens
utilizaram-se os kits comerciais Testosterona
total (CAR) - fase solida (DPC Medlab); DHT
(RIA ACTIVE) - fase solida (DSL); e
Estradiol 3* geracao (Ultra-sensivel) - duplo
anticorpo (DSL), para testosterona,
diidrotestosterona e estréogeno,
respectivamente. A técnica empregada para
as mensuracdes foi a de radioimunoensaio,
seguindo os protocolos convencionais e
padronizados no Laboratério de Dosagem
Hormonal da FMVZ — USP, Sio Paulo, SP.

Resultados

Foram mensuradas trés varidaveis
hormonais séricas e verificada a diferenca
nestes valores considerando a classificacao
histopatologica das prostatas. Animais com
prostata normal ou com hiperplasia nao
apresentaram diferencas significativas nos
niveis de testosterona e diidrotestosterona.
No entanto, os niveis séricos de estrogeno
foram significativamente menores em
glandulas com hiperplasia epitelial que nas
normais, enquanto nao diferiram daquelas
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acometidas pelos demais tipos de hiperplasia
(Tabela 1). As médias de idade dos animais
em funcdo do diagnostico histolégico da
prostata estao dispostas na Tabela 1.
Assim como as variaveis hormonais,
também foram dosadas duas glicoproteinas
séricas e urinarias (PSA e PAP), sendo que
houve diferenca estatistica apenas nos valores
de PSA sérico. Nesta variavel observou-se
que animais com prostata normal possuem
niveis mais baixos que aqueles com
hiperplasia epitelial (Tabela 2). As médias de
PAP sérico e urinario dos diferentes grupos
comparativos estao dispostas na Tabela 03.

Discussao

Das variaveis hormonais séricas
mensuradas neste estudo, apenas o estrégeno
apresentou valores significativamente
menores nos animais com hiperplasia epitelial
em relacdo aos com prostata normal.
Embora a diferenca estatistica tenha sido
observada somente entre estes dois grupos,
notou-se uma tendéncia a menotres valotres
de estrégeno nos caes com algum tipo de
hiperplasia. Brendler et al.” utilizaram beagles
para verificar as mesmas variaveis hormonais
pesquisadas neste trabalho e nao
encontraram diferenca nos niveis de
estrogeno em animais de diferentes idades e
com histologia variando de normal a
hiperplasica, no entanto, em dois grupos os
valores séricos deste hormonio também
eram menores em animais com hiperplasia.

De outra parte, Klausner et al.™
afirmam que as concentragoes de estrogeno
permanecem constantes em caninos adultos
inteiros. Ja Souza e Toniollo™ sustentam que
cdes idosos apresentam nivel sérico de
estrogeno maior quando comparado ao de
jovens e jovens adultos. Recentemente
Kawakami et al.?® também obtiveram
valores plasmaticos de estrogeno maiores
em cdes com hiperplasia prostatica,
especialmente naqueles com azospermia.

Um fato interessante observado no
presente estudo é que além do estrogeno
diminuir nos animais com proéstata

Braz.). vet. Res. anim. Sci., Sdo Paulo, v. 43, n. 1, p. 65-73, 2006



68

hiperplasica em relacdo aos de histologia
normal, os valores deste hormonio oscilaram
em funcdo do tipo de hiperplasia, sendo
menores nas epiteliais e maiores nas
complexas. Com base nestes dados foi
possivel visualizar uma relagio direta entre
o diagnéstico histolégico, a idade do animal
e o nivel sérico de estrégeno, constatando-
se que animais com hiperplasia epitelial eram
adultos jovens (5,25 anos) e apresentaram
os menores valores estrogénicos. Em
contraste, caes com hiperplasia complexa
eram mais velhos (6,33 anos) e
demonstraram os maiores valores de
estrogeno (Tabela 1). De forma similar
Cochran et al.® obtiveram um perfil
estrogénico variado a depender da idade e
do aspecto histologico da glandula. Apesar
de nido terem classificado o tipo de
hiperplasia, cies jovens com prostata
hiperplasica apresentaram menores valores
em relagio aos jovens normais e idosos com
hiperplasia.

Os niveis séricos de testosterona e
diidrotestosterona se mantiveram
semelhantes nos quatro grupos estudados
(Tabela 1), sendo que Juniewicz et al.* e
Crone et al."? obtiveram resultados similares
quando compararam animais inteiros com
hiperplasia e castrados normais e com
hiperplasia. Vale ressaltar que os cies
castrados dos estudos supracitados foram
submetidos a reposi¢ao hormonal imediata
ou tardia apos a esterilizagdo, por isso
apresentaram algum tipo de hiperplasia e
valores hormonais préximos aos dos
animais inteiros.

Apesar de andlogos, os valores de
testosterona foram menores nos cdes com
hiperplasia em relagdo aos normais, exceto
naqueles com hiperplasia epitelial, sendo que
Kawakami et al.*® encontraram resultados
semelhantes. O mesmo ocotrreu com a
diidrotestosterona, que tendeu a diminuir nos
grupos com hiperplasia, afora naqueles com
o tipo complexa. Seguindo o mesmo
principio, Barsanti e Finco® e Klausner et al.*,
descrevem o declinio das concentragoes
desses andrégenos com o decorrer da idade.
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Lowseth et al.’! notaram um perfil
inconstante para a variavel testosterona em
decorréncia da idade e do diagndstico
histol6gico da prostata, sendo todos os cies
acima de seis anos portadores de algum tipo
de HPB. Estes pesquisadores apontaram o
declinio da testosterona sérica em animais
até nove anos e o restabelecimento desses
nfveis a partir dos doze. Tal aumento nao
foi observado nesta pesquisa, pois o animal
mais velho apresentava onze anos de idade.
Em contrapartida, Souza e Toniollo*®
observaram uma tendéncia a maiores
concentracoes de testosterona em funcao da
idade do animal, embora nio tenha
encontrado diferenca significativa entre os
grupos avaliados, nem determinado o perfil
histolégico da prostata desses caes.

Verificou-se que nao ha um padriao
ou perfil hormonal sérico para animais de
diferentes faixas etarias e com afeccoes
prostaticas distintas. Ao contratio, foi possivel
constatar que o mais importante nio sao os
valores maiores ou menores de um ou outro
hormoénio e sim o desequilibrio na relacao
entre estes. Mais ainda, tal desproporc¢ao é
fato concreto com o avancar da idade e
primordial ao desenvolvimento das lesoes
prostaticas no cao, sobretudo da HPB.
Dentre os artigos veterinarios consultados,
Brendler et al.” sao dos poucos que reportam
o valor desta propor¢ao hormonal alterada
como ponto chave na evolu¢iao do tecido
prostatico. No que diz respeito aos humanos,
Griffiths et al."” também descrevem a
importancia da relagio andrégeno/
estrogeno na génese dos processos mérbidos
da prostata.

Similar 20 observado neste estudo,
Souza e Toniollo?™ encontraram ampla
variagao nas concentragoes séricas hormonais
dentro de cada grupo, indicada pelos altos
desvios padrdo. A mensuracdo hormonal é
uma variavel muitas vezes incontrolavel, visto
as normais oscilacdes em decorréncia do
ritmo circadiano!®. Sabendo disso, as
colheitas sangliineas foram realizadas sempre
no perfodo da manha em todos os animais
para diminuir possiveis problemas com tais



mensuragoes.

Apesar do zelo dispensado no
controle das variaveis estudadas, nao se pode
relevar outros fatores que interferem na
produgao de tais hormoénios, como idade,
estresse e status geral de cada individuo.
Talvez, devido a tudo isso rarissimos autores
apresentem valores normais de referéncia
para esses hormonios e a maioria trabalhe
com base nos dados de cada estudo. Diante
dos resultados foi possivel constatar grande
variabilidade nas concentracoes séricas de
estrogeno e andrégenos, especialmente em
funcio do tipo de lesao do tecido prostatico.
No entanto, ndo é possivel determinar um
intervalo de varia¢do padrio confiavel em
que se possa fundamentar ou suspeitar de
uma lesdo prostatica benigna ou maligna.

Quanto as glicoproteinas mensuradas
no plasma e na urina dos caes, apenas a
variavel PSA sérico foi significativamente
menor em animais com prostata normal em
relacdo aos com hiperplasia epitelial e, de
modo geral, aos demais tipos de HPB.
Embora os valores detectados estejam
muito abaixo dos referenciais para o homem
(até 4ng/ml), foi observado que, assim
como em humanos, este marcador
prostatico pode aumentar em individuos
portadores de hiperplasia®***>*. Apesar de
nao diferir estatisticamente entre os grupos
comparados, o PSA urinario também foi
detectado e com tendéncia a aumentar em
cdes com hiperplasia prostatica, conforme
ilustra a Tabela 2.

Da mesma forma Laufer Amorim™®
detectou a presenca de PSA no soro e na urina
de cies. Em contrapartida, Bell et al.® e Souza®
também visaram a dosagem desta variavel na
espécie canina e obtiveram resultados
negativos, empregando a técnica de ensaio
imunoenzimatico de microparticulas (MEIA).
Talvez, a metodologia e o kit utilizados
justifiquem resultados opostos, visto que o
método proposto nesta pesquisa e por Laufer
Amortim™ foi o da eletroquimioluminescéncia.

Katr et al.” ndo encontraram genes
semelhantes a0 PSA humano em caninos,
contudo diversos autores reportam
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similaridades fisiol6gicas e bioquimicas entre
esta glicoproteina humana e a esterase
prostatica secretoria canina (CPSE), o maior
produto de secrecdo da proéstata
canina'®!'"*32 Dada tais analogias
bioquimicas e a alta sensibilidade do kit
empregado neste estudo, questiona-se a
possibilidade de reagdo cruzada e por isso a
deteccdao de valores muito baixos no soro
desses cies. Se realmente esta hipotese fosse
valida, tratar-se-ia de uma reacdo falso-
positiva, constituindo um novo motivo para
mais uma vez descartar, como valor
diagnostico, a dosagem de PSA na espécie
canina®’.

Na verdade, as tentativas de se dosar
PSA nos caes partem do principio das
similitudes entre as afec¢des que ocorrem nas
espécies canina e humana, mas diante dos
resultados é razoavel a constatacdo de que
dessemelhangas existem e provavelmente
conduzem a efeitos distintos em
determinadas circunstancias, como a alta e a
baixa incidéncia das neoplasias prostaticas no
homem e no cio, respectivamente. No
entanto, os achados também suportam o
PSA como um marcador util para
determinar a presenca de lesio na prostata
canina, mas nao qualificar a mesma'*. Ainda,
mais estudos sao necessarios para determinar
o valor normal maximo e o alterado minimo
na espécie canina.

No que diz respeito a PAP, nao foi
observada diferenca entre os grupos
comparativos, mas ¢ nitido o aumento na
concentra¢ao desta glicoproteina em fungio
do tipo de hiperplasia, especialmente da
forma complexa, conforme os dados
apresentados na Tabela 3. Tais achados estio
de acordo com Corazza et al.'’ que
encontraram valores séricos de PAP (total,
prostatico e ndo-prostatico) particularmente
elevados em cdes com HPB e valores ainda
maiores em animais com neoplasia
prostatica. Apesar de n3o ter se
fundamentado no diagndstico histolégico,
Laufer Amorim?® também detectou
acréscimo nos valores séricos e urinarios de
PAP em funcio da idade. Vale ressaltar que
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93% desses animais apresentavam algum tipo
de lesdo prostatica, sendo mais freqiiente as
hiperplasias.

Em contraposi¢io, Souza® descreve
o decréscimo da concentragao sérica de PAP
em funcdo da idade. O fato de terem sido
empregados kits comerciais humanos, mas
diferentes, pode justificar resultados desiguais
em ambos os trabalhos. Por outro lado,
Klausner et al.*® e Bell et al.® afirmam que
nio ha diferenca na dosagem de PAP
quando comparados cides com prostata

normal e com diferentes tipos de afecgio.
Embora a utilizagdo de marcadores
prostaticos tenha revolucionado o
diagnéstico das lesbes prostaticas,
especialmente a HPB e o cancer no homem,
persiste a necessidade da avaliacio minuciosa
e heterogénea, empregando diferentes meios
diagnésticos na determinagao do tipo de
lesdo prostatica em cada individuo. Quanto
a0s cdes, € certo que a prostata canina secreta
indmeras proteinas, no entanto estas diferem
daquelas produzidas na espécie humana em

Tabela 1-Médias dos valores séricos de estrogeno, testosterona, diidrotestosterona e idade em relagdo ao diagnostico histopatoldgico (N =37)

Médias de Quadrado Minimo

Grupo Comparativo E2 (pg/ml) Ta (ng/ml) DHT (pg/ml) Médias de Idade
Normal (n=6) 31,012 1,142 71,66° 3,5
Hiperplasia Epitelial (n=4) 4,73 1,56° 51,06 ° 5,25
Hiperplasia Complexa (n=15) 17,65 1,04° 91,36 6,33
Hiperplasia Estromal (n=12) 8,93 0,92° 67,52° 6,91

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p <0,05). Notar a variagao na relagao E,/T, em fungao do tipo de

hiperplasia

Tabela 2- Médias dos valores séricos e urinarios de PSA em relagao ao diagndstico histopatolégico (N =37)

Médias de Quadrado Minimo

Grupo Comparativo PSA sérico(ng/ml) PSA urindrio (ng/ml)
Normal (n=6) 0,0021 2 0,0036 °
Hiperplasia Epitelial (n=4) 0,0082°" 0,0080 °
Hiperplasia Complexa (n=15) 0,0046 0,0062°

Hiperplasia Estromal (n=12)

0,0029 * 0,0052°

Meédias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Notar o aumento nas médias de PSA em fungao do tipo de

hiperplasia

Tabela 3 -Médias dos valores séricos e urinarios de PAP em relagao ao diagnéstico histopatoléogico (N=37)

Médias de Quadrado Minimo

Grupo Comparativo PAP sérico(U/l) PAP urinario (U/l)
Normal (n=6) 0,91° 1,70°
Hiperplasia Epitelial (n=4) 1,17 ¢ 1,12¢
Hiperplasia Complexa (n=15) 1,21° 2,56°
Hiperplasia Estromal (n=12) 1,092 2,03°

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05). Notar o aumento nas médias de PAP em fungao do tipo de

hiperplasia
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relagdo a quantidade, qualidade e atividade
bioldgica, restringindo comparagoes exatas
¢ limitando o uso desses marcadores no
diagnostico das afecgdes prostaticas caninas.

Conclusoes

Os kits comerciais humanos utilizados
para a dosagem sérica de T,, DHT, E, PSA e
PAP foram eficazes em detectar cada uma
destas substancias no soro de cdes. A
concentragdo sérica de estrogeno foi
significativamente menor em cdes com
hiperplasia epitelial, sendo observados menores
valores deste hormonio em todos os grupos
com alguma forma de HPB. Os valores
médios de T, e DHT séricos oscilaram em
fun¢ao do diagnéstico histomorfolégico da
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prostata. Houve diminuigdo na propor¢ao
sérica B, /T, em funcao da presenca de HPB
e alteracao variavel na proporcao E_ /T, /DHT
de acordo com a classificacio histologica das
glandulas. O nivel de PSA sérico foi
estatisticamente maior nos animais com
hiperplasia epitelial e, de modo geral, em todos
com os demais tipos de HPB. Ainda, as
concentracoes de PSA urinario e PAP sérico
foram maiores nos grupos de caes com HPB,
sendo todas estas variaveis representativas do
perfil histologico da prostata canina.
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Androgens, estrogen, prostatic acid phosphatase (PAP) and prostatic
specific antigen (PSA) measure in adult male dogs with normal and

hyperplasic prostate

Abstract

Prostatic diseases have been a common problem in middle age and
older intact male dogs. Among these, benign prostatic hyperplasia
(BHP) is the most frequent, age-related and hormonal—dependent
condition of human and canine prostate. Blood samples were
collected from 37 male intact dogs, tree years old dogs or more to
determine androgens, estrogen, prostatic acid phosphatase (PAP) and

Key-words:

Dog.
Dihydrotestosterone
Estrogen

Canine benign prostatic
hyperplasia.
Immunohistochemistry.
Prostate.

Testosterone.

prostatic specific antigen (PSA) according to histopathological aspects.
Low levels of estrogen and high levels of prostatic specific antigen
(PSA) were founded in dogs with BHP, respectively. Seric and urinary

PAP levels were high in dogs with hyperplasia.
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