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RESUMEN

Introduccién: A pesar de exhibir diferencias histolégicas con el proceso en humanos, la
hiperplasia benigna de prostata (HBP) inducida por hormonas en perros representa el
modelo maés utilizado actualmente para la evaluacién de tratamientos.
Objetivos: El objetivo del presente estudio es determinar el momento éptimo para la reali-
zacién de un ensayo terapéutico en este modelo.
Material y métodos: En el estudio se utilizaron 6 perros beagle, machos mayores de un ano,
a los que se administré una combinacién de hormonas, 17B-estradiol y Sa-androsteno 3a
17B-diol, en dias alternos durante 3 (grupo 1, n = 3) o 5 meses (grupo 2, n = 3). Se realizaron
seguimientos ultrasonograficos mensuales, con determinacién del tamafio prostatico. A
los 5 meses se procedi6 al sacrificio de todos los animales y el estudio histolégico de las
glandulas prostaticas.
Resultados: Todos los animales desarrollaron una HBP, con un volumen prostatico que
aumentaba con el tiempo de administracién hormonal (r = 0,910), evidencidndose en todos
los estudios ecograficos hasta el tercer mes un aumento significativo de tamafio frente al
estudio anterior. El tamafo prostatico disminuyé considerablemente en el grupo 1 al reti-
rar la hormonoterapia, al tiempo que en el grupo 2 continué aumentando. Los animales
del grupo 1 apenas evidenciaron signos histolégicos de HBP, frente a los del grupo 2, que
presentaron una clara hiperplasia del epitelio glandular.
Conclusiones: La administracién de una combinacién de hormonas esteroides es efectiva
para inducir hiperplasia de préstata en perro, si bien ésta desaparece en el momento
que se retira la hormonoterapia. Para utilizar este modelo en estudios experimentales, se
deben administrar hormonas al menos durante 3 meses antes de la actuacién terapéutica,
y continuar durante todo el ensayo.
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Ultrasonographic histological study on the evolution of a canine model of
hormone-induced benign prostatic hyperplasia

ABSTRACT

Keywords:

Animal model

Dog

Benign prostatic hyperplasia

Introduction: Despite exhibiting histological differences from the human process, canine
hormone-induced benign prostatic hyperplasia (BPH) is still the most widely used animal
model for evaluating treatment strategies.
Objectives: The aim of this study is to determine the optimal moment for starting a
therapeutic trial in this animal model.
Material and methods: Six male beagle dogs over one year of age were used in this study.
All animals received a combination of steroid hormones, namely 17B-estradiol and
Sa-androstene 3o 17B-diol, every other day during three (Group 1, n=3) or five months
(Group 2, n=3). Transrectal ultrasonographic examinations to measure prostate volume
were performed monthly. Animals were euthanized after five months for histological
study of their prostates.
Results: All animals developed BPH, with prostate volume increasing over time as
hormones were administered (r=0,910). All ultrasonographic studies performed up to
the third month evidenced a significant increase in prostate volume when compared to
the prior ultrasound measurement. A significant decrease in prostate volume was seen
in Group 1 once hormone administration was interrupted, whereas Group 2 animals
showed a continuing increase in prostate size. Histological examination showed almost
no evidence of BPH in Group 1 animals, while Group 2 animals clearly exhibited moderate
epithelial hyperplasia.
Conclusions: The administration of a combination of steroid hormones is effective in indu-
cing benign prostatic hyperplasia in canines, but this hyperplasia disappears when hor-
mone treatment is interrupted. In order to be useful for experimental studies, hormones
should be administered for at least three months before commencing any treatment, and
they should be continued throughout the length of the study..

© 2009 AEU. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccién

El tratamiento de eleccién actualmente es la reseccién
transuretral (RTUP). Sin embargo, debido a la existencia

La hiperplasia benigna de préstata (HBP) es uno de los procesos
patolégicos mas frecuentes en varones de edad avanzada,
asociandose a una serie de sintomas de las vias urinarias
inferiores que disminuyen la calidad de vida del paciente,
al afectar a su actividad diaria y patrones de descansol. La
incidencia de esta patologia aumenta progresivamente con la
edad, segin datos obtenidos de estudios de necropsia. Se ha
comprobado la existencia histopatolégica de HBP a partir de
los 40 afios de edad, con una prevalencia de hasta el 50% en
varones con edades comprendidas entre los 51 y los 60 anos,
llegando, en mayores de 80 afos, a afectar a cerca del 90%
de los varones estudiados!?. Segin aumente la esperanza
de vida de la poblacién, la prevalencia de esta enfermedad
aumentara.

Concretamente en Espaiia, la HBP es la segunda causa de
admisién hospitalaria para cirugia y representa el motivo
mas frecuente de consultas externas en los departamentos de
urologia de los hospitales regionales espafioles. La prevalencia
de trastornos de las vias urinarias bajas clasificados como
moderados o severos es del 24,9% en varones a partir de
los 40 afos, y asciende hasta el 30,4% en varones de mas
de 50 afnos3# En Espaifia, se estima que mas de 1.500.000
varones precisan atencién médica anual debido a procesos
prostaticos®.

de enfermedades concomitantes, hay un porcentaje de
pacientes, que oscila entre el 10 y el 15%, en los que no es
posible llevar a cabo este tratamiento®’, por lo que es preciso
contar con una opcién menos agresiva. Ademas, cada vez es
mas frecuente que se lleven a cabo primero otras técnicas
menos invasivas, debido a las preferencias de los pacientes,
dejandose la RTUP para aquellos casos en los que estas otras
terapéuticas fracasans.

El volumen de investigacién relativo a nuevos tratamien-
tos y posibilidades terapéuticas minimamente invasivas,
desde la utilizacién de distintos tipos de laser hasta los tra-
tamientos intraluminales®11, es importante, en consonancia
con la tendencia general a disminuir la agresividad de los tra-
tamientos de todas las patologias en el ambito mundial. Asi,
en las ultimas 4 ediciones del congreso de la American Uro-
logical Association se han presentado cerca de un centenar
de comunicaciones anuales sobre este tema. Por ello, resulta
imprescindible contar con un buen modelo animal, que
permita desarrollar estas investigaciones a nivel preclinico,
restringiendo su aplicacién clinica a aquellas que demuestren
ser seguras y efectivas en los ensayos animales.

El perro, que desarrolla de forma espontdnea HBP con la
edad, estd considerado como el mejor modelo animal para
estudios de patologia prostatical>!3. En animales jévenes o
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castrados, la administracién de diferentes combinaciones
de hormonas esteroides da lugar a la aparicién de lesiones
hiperplasicas en la préstata. De entre las hormonas que
se han utilizado, los mejores resultados descritos en la
bibliografia cientifica implican la administracién conjunta de
andrégenos y estrégenos’>!4. En este trabajo hemos utilizado
el modelo descrito en primer lugar por Walsh y Wilson®
en 1976 y que mas adelante se ha utilizado y validado por
multitud de investigadores en este campo2-14.16,

Sin embargo, para que el modelo resulte 1util para la
evaluacién de estas terapéuticas®10, resulta
imprescindible realizar una caracterizacién en profundidad
del mismo, incluyendo la evolucién en el tiempo y la
permanencia de la hiperplasia en el momento en que se
suspenda el tratamiento hormonal. El presente estudio
trata de dar respuesta a estos interrogantes, plantedndonos
un doble objetivo. Por un lado, estudiamos la evolucién de
la HBP inducida por hormonas en perros beagle mediante
ultrasonografia e histologia, asi como su posible regresién
al retirarse la terapia hormonal y, por otro lado, se trata de
determinar el momento éptimo para la realizacién de un
ensayo terapéutico en este modelo.

nuevas

Material y métodos

A efectos del presente estudio, si bien se puede considerar
HBP a cualquier aumento de volumen frente al basal, se
define como clinicamente relevante un volumen prostético
por encima de los 30 ml, ya que éste es el tamaio que en las
guias clinicas de la AUA se considera significativo®.

Tras la aprobacién de protocolo de investigacién por parte
del Comité de Etica de Experimentacién Animal, y siempre
siguiendo las recomendaciones de la Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals, se utilizaron 6 animales
machos, de especie canina, raza beagle y edad minima de
1 afio. Quince dias antes del comienzo del tratamiento todos
los animales fueron castrados, para evitar la influencia del
testiculo sobre la glandula prostatica, lo que permite controlar
el crecimiento glandular causado por la administracién exé-
gena de hormonas.

Transcurridos 15 dias de la castracién, tiempo necesa-
rio para la regresién de la glandula prostatica en todos los
animales, asegurando asi que el tamano de partida de ésta
sea uniforme en todos los perros integrantes del estudio,
se realizd, bajo anestesia general, la medicién del volumen
prostatico por ultrasonografia endorrectal (Philips HDI 5000
Ultrasound System. Philips Medical Systems. Paises Bajos),
para comenzar después la administracién intramuscular de:

¢ 0,25 mg de 17B-estradiol (E8857 B-Estradiol, Sigma-Aldrich
Quimica S.A., Madrid).

¢ 25 mg de 5a-androsteno 3o 17p-diol (A7755 5A-Androstane-3?,
17B-diol. Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid).

Esta combinacién se inyectd, disuelta en trioleato de glicerol
(T7752 Trioelin practical grade, Sigma-Aldrich Quimica S.A.,
Madrid) 3 veces por semana en dias alternos (L-X-V), durante
un periodo variable en funcién del grupo experimental:

e Grupo 1 (n = 3): duracién del tratamiento 3 meses. Después
se mantuvieron los animales otros 2 meses adicionales sin
administracién de hormona.

e Grupo 2 (n = 3): duracién del tratamiento 5 meses.

En ambos grupos se realizaron seguimientos mensuales
mediante ultrasonografia transrectal para monitorizar la
evolucién del tamano prostatico. Para ello, el volumen pros-
tatico se calculé mediante el software integrado en el ecégrafo,
que utiliza la férmula del elipsoide (didmetro transversal por
didmetro anteroposterior por longitud por 0,52)Y. Transcu-
rridos los 5 meses, y tras el seguimiento ultrasonografico
correspondiente, bajo anestesia general, se procedi6 al sacri-
ficio humanitario de los animales mediante la administracion
de una dosis letal de KCI'8, Se procedié a la extraccién de las
prostatas enteras, las que fueron fotografiadas y sumergidas
en formol al 10% durante al menos 2 dias, tras lo cual se las
incluyé en parafina para realizar cortes histolégicos de 5-6 pm,
que se tifleron con hematoxilina-eosina para su estudio his-
topatolégico. El grado de hiperplasia presente se valord de
forma semicuantitativa, utilizando una escala de 0 a 4. De
forma similar, se caracterizé el tipo de proliferacién presente
en cada préstata estudiada, segun si era glandular-difusa o
estromal.

Los datos se expresan mediante su media + desviacién
estandar (DE). El andlisis de los volimenes prostaticos obte-
nidos mediante ultrasonografia en cada tiempo se dividié
en dos fases. En la primera fase, se estudiaron los datos
obtenidos en los primeros 4 estudios, analizdndose todos los
animales en conjunto, evaluando tanto la correlacién entre
el tamano prostatico y el tiempo transcurrido como la varia-
cién de dicho tamafio en cada tiempo mediante la prueba no
paramétrica de los rangos con signo de Wilcoxon, conside-
randose significativo un valor de p < 0,05. En una segunda
fase se realizé una representacién gréfica de la evolucién del
tamafo prostatico en ambos grupos. Para la realizacién de
estos célculos, se utilizé el paquete estadistico SPSS 11.5 para
Windows (SPSS Inc, Chicago, Ill).

Resultados

Siguiendo el protocolo previsto, se utilizaron 6 beagles
machos, con una media + DE de pesos al inicio del estudio
de 14,45 + 1,64 kg. En todos los casos se procedié a la castra-
cién de los animales, sin que se presentaran complicaciones
durante la cirugia, o posquiridrgicas de ningun tipo.

Ningun animal presenté sintomas de obstruccién urina-
ria o hematuria durante el seguimiento. En la inspeccién
diaria realizada durante los 5 meses, no se evidenciaron
signos de dolor en reposo ni durante la miccién. De forma
similar, no se presentaron casos de infecciones urinarias o
hipertermia.

Transcurridas 2 semanas de la castracién, se comenzd
la administracién de hormonas en todos los animales, tras
la medicién del tamano prostatico basal. En el grupo 1 se
interrumpié la administracién de hormonas a los 3 meses,
continuandose en el grupo 2 durante los 5 meses de duracién
del estudio. Se realizaron seguimientos mensuales mediante
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Tabla 1 - Volimenes prostaticos medidos mediante ultrasonografia transrectal en beagles sometidos a tratamiento

hormonal para la creacion de HBP durante 3 y 5 meses

Basal

1 mes 2 meses 3 meses 4 meses 5 meses
D1 2,89 11,40 20,05 28,87 8,97 8,10
D2 1,60 10,06 22,20 31,59 9,09 7,78
D3 4,28 21,43 26,60 36,90 13,02 8,58
D4 4,14 12,36 17,37 31,55 50,84 47,69
D5 1,08 9,05 15,98 25,96 15,85 20,52
D6 4,61 18,64 30,65 48,58 45,87 61,06
Media + conjunta 3,11+ 1,49 13,62 + 4,81 22,22 +5,58 33,91 + 8,05
Media grupo 1 2,923 14,296 22,95 32,453 10,36 8,153
Media grupo 2 3,276 13,35 21,333 35,363 37,52 43,09
DE: desviacioén estandar.
HBP: hiperplasia benigna de prostata.
Los datos se presentan en cm?.
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Figura 1 - Correlacion entre el tamaiio prostatico
y el tiempo de administracién de las hormonas durante
la primera fase del estudio (r = 0,910).

ecografia transrectal, con medicién del tamafio prostatico.
Los datos de volumen prostético obtenidos en cada animal
durante el estudio se reflejan en la tabla 1.

En la primera fase del estudio estadistico se compararon
los volimenes prostéaticos obtenidos en el conjunto de los
animales en cada tiempo, utilizando la prueba no paramé-
trica de los rangos con signo de Wilcoxon. Se obtuvieron
diferencias significativas (p < 0,05) entre el volumen basal y
todos los demas. De forma similar, el crecimiento de la glan-
dula prostatica fue significativo entre el primer y el segundo
y tercer mes, asi como entre el segundo y el tercer mes (p <
0,05). Como se puede apreciar en la figura 1, se evidencié una
muy buena correlacién (r = 0,910) entre el volumen prostatico
y el tiempo de duracién del tratamiento hormonal durante los
tres primeros meses, a un nivel de significacién de p < 0,01.

Debido al pequeno tamano de la muestra, en la segunda
fase del estudio estadistico no se considerd adecuado realizar
comparaciones entre uno y otro grupo una vez finalizada la
administracién de hormonas en el grupo 1. La observacién de

Tiempo de medicion (meses)

Figura 2 - Evolucién de los volimenes prostaticos a lo largo
del tiempo. Nétese la clara disminucién del tamafio
prostatico en el grupo 1 una vez finalizada la administracion
de hormonas y cémo este volumen continia aumentando
en el grupo 2.

los valores individuales, la representaciéon gréafica de la evolu-
cién de los tamarios prostaticos (fig. 2), asi como las imagenes
obtenidas tras la necropsia (fig. 3A y B); sin embargo, demues-
tran una clara disminucién de tamafio prostatico en los ani-
males en los que se suspendié el tratamiento hormonal.

En el estudio histolégico se evidenciaron grados de hiper-
plasia entre 2 y 3 en los tres animales correspondientes al
grupo 2, frente a una graduacién de 0/1 en los perros del
grupo 1, en los que la administracién de hormonas se inte-
rrumpié 2 meses antes del sacrificio. Excepto en un animal,
el tipo de hiperplasia presente fue predominantemente glan-
dular (tabla 2).

Discusién

La alta incidencia y prevalencia de HBP en la poblacién mun-
dial ha determinado la existencia de multiples estudios para
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Figura 3 - A: imagen de la préstata de un animal perteneciente al grupo 1, obtenida tras 3 meses de administracién
de tratamiento hormonal, seguido de 2 meses durante los cuales no se administraron hormonas. B: imagen de la préstata
de un animal perteneciente al grupo 2, tras 5 meses de administracién de tratamiento hormonal.

modelizarla, tanto in vitro, mediante cultivos de células epi-
teliales, estromales, o ambas®20, como in vivo, para lo que
se han utilizado diferentes especies animales, como ratones,
ratas, chimpancés o perros1415.21-26,

La utilizacién de pequeiias especies, a pesar de resultar
util en estudios para discernir la fisiopatologia de la HBP, o
diferentes enfoques farmacolégicos?®, no permite el estudio
de terapéuticas quirdrgicas, que la AUA recomienda a partir
de una puntuacién en la escala internacional de sintomas
prostaticos (IPSS) de 8 o mayor, pero considerando también
las preferencias del paciente®.

Si bien los chimpancés desarrollan con la edad una HBP
muy similar a la humana?®, su utilizacién estd claramente
limitada por consideraciones tanto éticas como logisticas
y econémicas. Asi, el perro es el animal que mas frecuen-
temente se utiliza en estudios de hiperplasia prostatica, ya
sea espontdnea o inducida mediante la administracién de
hormonas, como en el presente estudio.

Sin embargo, hay importantes diferencias en la anatomia
e histologia de la préstata en varones y perros’®. En la especie
humana, hay zonas prostaticas claramente definidas, y la
prostata esta fija anatémicamente entre el recto y la sinfisis
pubiana. Por ello, el crecimiento hiperplasico comprime la
uretra hacia dentro, lo que da lugar a la obstruccién urinaria.
La sintomatologia clinica de la hiperplasia humana podria
deberse no sélo al aumento de tamano relacionado con la
edad, sino también a la caracteristica estructura anatémica
de la glandula. Generalmente, la enfermedad es un proceso
multinodular, de componente fundamentalmente estromal,
que comienza en la zona periuretral glandular, siguiendo
por los 16bulos laterales de la zona de transicién, para conti-
nuar creciendo en forma de pirdmide invertida desde dicha
zona periuretral hacia la vejiga, por tratarse del camino que
ofrece menor resistencial’. A diferencia de esto, la préstata
canina no esta fija anatémicamente, ni presenta regiones tan
claramente identificables. El crecimiento hiperplasico en la

Tabla 2 - Resultados del estudio histologico

Grado de hiperplasia Tipo de hiperplasia
D1 0/1 Glandular
D2 0/1 Estromal
D3 0/1 Mixta, glandular > estromal
D4 2 Glandular
D5 2 Mixta, glandular > estromal
D6 2/3 Mixta, glandular > estromal

prostata canina se realiza hacia el exterior, de forma radial
en todas direcciones, dando lugar a compresién del recto y
constipacién, que, sin embargo, no se presentaron en nuestro
estudio. Generalmente, los sintomas clédsicos relacionados
con prostatitis no aparecen, ya que la glandula carece de cap-
sula. Lo mdas comun es que aparezca descarga hemorragica
intermitente por la uretra, hematuria persistente o sintomas
secundarios al efecto volumen sobre el recto. La HBP canina
es, generalmente, uniforme y difusa; aparece por toda la glan-
dula e involucra, fundamentalmente, las células del epitelio
glandular, con una menor afectacién de la estroma que en la
especie humana. Esto podria deberse a que, a diferencia de
lo que ocurre en la préstata humana, las concentraciones de
Sa reductasa en la especie canina son mayores en las células
epiteliales que en las estromales?’.

Aun asi, a pesar de estas diferencias, el perro sigue siendo
el modelo usado con mas frecuencia, debido tanto a lo inade-
cuado de los modelos obtenidos en otras especies (siempre
en funcién de los objetivos del estudio que se quiere realizar)
como a la facilidad de manejo y obtencién de esta especie.
Ademas, la HBP en ambas especies (canina y humana) es
sensible a andrégenos, de tal forma que la deprivacién andro-
génica da lugar a la involucién de la glandula, que crecerd de
nuevo al administrarse andrégenos?®.

No obstante, pese a que la descripcién del modelo de
Walsh y Wilson data de 1976, no hemos encontrado articulos
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que estudien su evolucién de forma detallada. Asi, se citan
tiempos de evolucién que van desde las 3 semanas a los 5
anos?®2%, pero no parece existir un estudio detallado de la
evolucién que pueda guiar al investigador a la hora de decidir
el momento 6ptimo para instaurar el tratamiento experi-
mental en el modelo. Para determinar este momento, se han
de tener en cuenta dos consideraciones. Por un lado, y como
se ha comentado, se considera clinicamente relevante un
tamafio prostatico por encima de los 30 cm3. Por otro lado,
los tamarfos prostaticos en varones sanos, tal como se define
en el estudio de Oesterling et al3® del afio 1993, presentan una
cierta variaciéon y una clara tendencia al aumento con la edad
del paciente. En un varén sano de entre 40 y 49 afos, la media
de volumen prostatico es de 23,5 cm3, frente a un tamarfio
basal en los animales de este estudio de 3,11 cm3, si bien el
volumen prostatico normal en animales no castrados oscila
entre 8 y 12 cm3. Teniendo en cuenta tanto los resultados del
presente estudio como los datos anteriores, consideramos
importante, por un lado, que el tamafo de la glandula, al
comenzar el estudio, sea superior a 30 cm3, aunque se debe
tener en cuenta que en el caso del perro esto representa un
incremento de volumen cercano al 300% respecto al basal,
por lo que no creemos preciso que lo sobrepase en demasia.
Si observamos la figura 1, vemos que los 30 cm? se alcanzaran
aproximadamente a los 2 meses y 3 semanas del comienzo de
la administracién hormonal. En conclusién, y con el objetivo
de asegurar que haya ocurrido dicho incremento de tamarno,
opinamos que el momento éptimo para la administracién de
la terapéutica en estudio sera tras 3 meses de administracién
hormonal.

La observacién de los resultados obtenidos en los dos gru-
pos a partir del tercer mes nos aporta otra importante reco-
mendacién para aquellos investigadores que deseen hacer
uso de este modelo. La disminucién del tamarfio y la regresiéon
de la glandula prostatica (evidenciada por los estudios, tanto
ultrasonogréficos como histolégicos) son rapidas y conside-
rables, con una disminucién media de volumen superior
a los 20 cm3 en el primer mes tras la retirada de la terapia
hormonal, que después se ralentiza. Esto no es sorprendente,
dado que se trata de animales castrados, en los que no existe
aporte hormonal endédgeno, pero condiciona el uso del mode-
lo para la evaluacién de terapéuticas (excepto en estudios en
fase aguda) a la administracién continuada de los farmacos.
En el presente estudio se procedié al sacrificio de los ani-
males a los 2 meses de retiradas las hormonas en el grupo 1,
momento en el que la préstata, si bien habia involucionado,
no habia alcanzado todavia valores basales. Para una carac-
terizacién completa del modelo seria preciso haber realizado
un estudio de mayor duracién. Sin embargo, consideramos
que los datos obtenidos y las diferencias observadas entre los
grupos son suficientes para dar respuesta a las preguntas que
nos planteamos al comienzo del estudio.

En conclusién, presentamos un estudio exhaustivo sobre
un modelo de induccién de HBP mediante la administracién
de una combinacién de hormonas, 17p-estradiol y 5a-andros-
teno 3a 17B-diol, utilizando dos protocolos distintos. A la
vista de nuestros resultados, cualquier estudio que se lleve a
cabo en este modelo deberad comenzar a partir de los 3 meses
de administracién hormonal, y mantener dicha administra-

cién durante todo el estudio, con el objetivo de que el modelo
reproduzca lo mejor posible la respuesta a la terapéutica
ensayada en una HBP humana.
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