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EXPRESSAO IMUNO-HISTOQUIMICA DE KI-67, COX-2, MMP-9 E P53 NOS
TUMORES TESTICULARES CANINOS

RESUMO - As neoplasias testiculares caninas sdo achados ocasionais.
S&o0 descritas como benignas, mas podem metastatizar ou mostrar
caracteristicas de malignidade com o avango da idade do animal, o que torna
necessario o melhor entendimento do comportamento destas neoplasias no
cédo. O objetivo deste estudo foi caracterizar a expressao imuno-histoquimica
de Ki-67, COX-2, MMP-9 e p53 em neoplasias testiculares de 50 caes, verificar
a relagao entre o padrao histoldgico e raga, idade e posicionamento testicular e
verificar a expressdao imuno-histoquimica dos anticorpos avaliados nos
diferentes tipos de neoplasia. A avaliagao imuno-histoquimica das proteinas Ki-
67, MMP-9 e p53 foi mais intensa nos seminomas, enquanto que o0s
leydigocitomas exibiram maior marcagao para COX-2. A avaliagao histoldgica e
imuno-histoquimica dos subtipos de seminomas em caes, particularmente o
seminoma difuso, podem resultar em diferenga significativa que permita a
utilizagcao destas proteinas como marcadores de prognéstico. As caracteristicas
histopatolégicas em associacdo ao histérico dos animais e a expressao das
proteinas estudadas podem contribuir para a caracterizagédo do comportamento

biolégico nas neoplasias testiculares caninas.

Palavras-chave: caes, neoplasias, testiculo.



IMMUNOHISTOCHEMICAL EXPRESSION OF KI-67, COX-2, MMP-9 AND
P53 IN CANINE TESTICULAR NEOPLASMS

SUMMARY - Canine testicular neoplasms are sporadic findings. They
are described as benign, but they can metastasize or express malignant
features with the animal ageing, which makes necessary the better
understanding of theses neoplasms behavior in dogs. The aim of this study was
to characterize the immunoexpression of Ki-67, COX-2, MMP-9 and p53 in
testicular neoplasms of fifty dogs, to verify the relation among histological
pattern of the neoplasms and breed, age and testicular localization; and also to
verify the immunoexpression of these markers in different types of testicular
tumours. Ki-67, MMP-9 and p53 immunostaining were more intense in
seminomas, whereas COX-2 presented a more intense staining in Leydig cell
tumors. The histological and immunohistochemical analyses of the subtypes of
canine seminomas, especially the diffuse seminoma, may result in significant
differences which would allow the use of these markers as prognostic factors.
The histopathological features associated with the day-history of the animals
and with these markers may contribute to the characterization of the biological

behavior of canine testicular neoplasms.

Key-words: dogs, neoplasms, testicle.



1. INTRODUGAO

A incidéncia das neoplasias nos animais domésticos vem aumentando
gradativamente na rotina de diagnostico em Patologia Veterinaria. Tal fato &
justificado pela longevidade dos animais de companhia (REIF, 2007),
associada a susceptibilidade dos animais idosos aos processos neoplasicos
(FREITAS et al., 2006).

Como os animais domésticos estdo expostos as mesmas influéncias
ambientais de seus proprietarios ao cancer, podem servir como “sentinelas” do
risco ao cancer, contribuindo para os estudos da oncologia comparada
(D’ANGELO et al., 2012; PINHO et al., 2012; REIF, 2007).

No homem, a complexidade do mecanismo biolégico do cancer tem
estimulado o desenvolvimento de modelos experimentais que se assemelham
de forma natural e espontédnea aos aspectos fisiopatoldgicos da biologia do
cancer. Aspectos epidemiologicos, bioldgicos e clinicos do cancer nos caes séo
semelhantes ao cancer humano, apontando o potencial da espécie canina
como modelo para estudos moleculares dos tumores humanos (PINHO et al.,
2012).

O cancer testicular humano acomete homens entre 15 e 35 anos de
idade, e representa aproximadamente 25% dos canceres diagnosticados nos
homens com essa faixa etaria (GILLIGAN, 2008). Nos caes, os tumores
testiculares acometem animais idosos e raramente se metastatiza, embora
exiba caracteristicas histolégicas de malignidade (KIM et al., 2010).

A técnica imuno-histoquimica, cada vez mais utilizada na rotina
laboratorial da medicina veterinaria, pode ser aplicada amplamente como
ferramenta auxiliar para o diagnéstico de diversas doengas, principalmente nos

processos neoplasicos (HORTA et al., 2012).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Anatomia, desenvolvimento e composicao celular do testiculo

O sistema reprodutivo do macho é composto pelos testiculos, ductos
genitais, glandulas acessorias e pénis. Possui como principais caracteristicas a
producao, nutricdo e transporte de espermatozoides (SAMUELSON, 2007).

Durante a fase pré-natal, o testiculo se desenvolve no abdome,
medialmente ao rim embrionario. O plexo dos ductos testiculares se
desenvolve conectado aos tubulos mesonéfricos para formar o epididimo, o
ducto deferente e a glandula vesicular (HAFEZ, 2004).

As gbnadas em desenvolvimento sé&o presas pelos ligamentos cranial e
caudal. O ligamento caudal — o gubernaculo testicular primitivo — fixa o testiculo
em formacao na regido do canal inguinal. Ele desenvolve-se em uma parte
intrabdominal e outra extrabdominal, que se projeta para o interior do escroto.
Evaginagdes do peritdnio formam o canal inguinal e a tunica vaginal (FOSTER,
2007).

Durante o processo de descida testicular, as gbnadas migram
caudalmente dentro do abdome para o anel inguinal profundo, atravessando a
parede abdominal para entdo emergir no anel inguinal superficial, terminando
por incluir-se totalmente na bolsa escrotal (HAFEZ, 2004).

Os testiculos sdo basicamente compostos pelos tubulos seminiferos,
células de sustentacdo e células germinativas. Os tubulos seminiferos sao
glandulas tubulares revestidas pelo epitélio seminifero, onde ocorre a
espermatogénese (SAMUELSON, 2007).

As células de sustentacao (células de Sertoli) sdo células de suporte que
se estendem da lamina basal para o lumen tubular, formando invaginacoes
laterais e juncgdes intercelulares, que formam a barreira hematotesticular
(SAMUELSON, 2007).



As células intersticiais (células de Leydig) sao localizadas entre os
tubulos seminiferos e sdo responsaveis pela secrecdo de hormoénios
masculinos (testosterona) nas veias testiculares e vasos linfaticos (HAFEZ,
2004).

As células espermatogénicas s&do responsaveis pela formagdo dos
espermatozoides em um processo denominado espermatogénese. Esse
processo ocorre pela atividade das espermatogbnias que dao origem aos
espermatdcitos primarios e secundarios por meiose. As ceélulas subsequentes
formadas dessa divisdo sao as espermatides, que sofrem um processo de
maturacdo até se tornarem livres nas células de sustentacdo e entram no
lumen do tubulo seminifero, transformando-se em espermatozoides (HAFEZ,
2004; SAMUELSON, 2007).

O controle da espermatogénese é realizado através de fatores centrais,
como o estimulo hormonal (horménios luteinizantes) sobre as células
enddcrinas intersticiais e hormdnio foliculo estimulante sobre as células de

Sertoli, e por fatores locais, como a testosterona (FOSTER, 2007).

2.2. Neoplasia testicular

Os tumores testiculares estdo entre os mais frequentes nos caes,
representando cerca de 90% dos tumores genitais dos machos (LIAO et al.,
2009). Sao frequentemente benignos (FOSTER, 2007), porém quando
apresentam comportamento agressivo, podem produzir metastase em
linfonodos regionais e locais distantes, como figado, pulmao, rins, baco,
adrenais, pancreas, pele, olhos e sistema nervoso central (FAN; LORIMIER,
2007).

De acordo com a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) sao
classificados em: tumores do cordado sexual e estroma gonadal, incluindo os
das células de Sertoli (sertolioma) e de Leydig (leydigocitoma); tumores das

células germinativas, como o0 seminoma, o0 teratoma e o carcinoma



embrionario; além dos tumores mistos das células germinativas e do cordéo
espermatico (KENNEDY et al., 1998).

O seminoma, o sertolioma e o leydigocitoma sao os mais comuns nos
testiculos do céo, ocorrendo com frequéncia semelhante (GRIECO et al.,
2008), diferente dos humanos onde os tumores de células germinativas
representam cerca de 45% das neoplasias testiculares (PAPANOIANNOU et
al., 2009).

O leydigocitoma e o seminoma sao subclassificados de acordo com
Kennedy et al. (1998) em: seminoma intratubular e difuso, leydigocitoma solido-
difuso, angiomatoide (ou cistico vascular) e pseudoadenomatoso. O seminoma
intratubular é caracterizado pelo preenchimento dos tubulos seminiferos
atroficos por células germinativas neoplasicas arredondadas, de forma focal ou
difusa. O seminoma difuso é resultado da extensao das células neoplasicas de
dentro dos tubulos para o intersticio. As células neoplasicas sdo redondas,
ovais ou poliédricas com citoplasma escasso, nucleo grande, hipercromatico e
nucléolo proeminente. Células multinucleadas sédo frequentes, bem como as
figuras de mitose que sdo observadas em quantidade acentuada. O seminoma
também possui como caracteristica peculiar o infiltrado linfocitario localizado no
estroma tumoral, ao redor de vasos sanguineos (CIAPUTA et al., 2012;
D’ANGELO et al., 2012; FOSTER, 2007; GRIECO et al., 2008; KENNEDY et
al., 1998; KIM et al., 2010; MAIOLINO et al., 2004).

O leydigocitoma é subdividido em: angiomatoide, pseudoadenomatoso e
sélido-difuso. E composto pelas células de Leydig neoplasicas com padrdo que
varia entre poliedral, cuboidal ou colunar, com citoplasma amplo, acidofilico,
contendo multiplos vacuolos lipidicos. O nucleo é pequeno, arredondado,
hipercromatico com um unico nucleo. As figuras de mitose sao raras (CIAPUTA
et al.,, 2012; D’ANGELO et al., 2012; GRIECO et al., 2008; KENNEDY et al.,
1998). O tipo angiomatoide & composto por corddes de 2 a 4 células
neoplasicas que circundam fluido que contém eritrocitos. Grandes espacos
vasculares também sao frequentes. O tipo pseudoadenomatoso € formado por

I6bulos de 20 a 30 células neoplasicas que circundam espagos preenchidos



com fluido. Os I6bulos sao divididos por uma grande rede de vasos e capilares.
As células neoplasicas que compdem o tipo solido-difuso se organizam em
grupos ou corddes septados por um tecido conjuntivo delicado, e se arranjam
de forma radial a vasos sanguineos. Os nucleos sao periféricos, formando
estrutura em roseta (D’ANGELO et al., 2012; KENNEDY et al., 1998).

O sertolioma, neoplasia das células de suporte dos tubulos seminiferos,
se desenvolve principalmente dos testiculos criptorquidas, levando muitas
vezes ao hiperestrogenismo. E caracterizado microscopicamente por
quantidade acentuada de tecido conjuntivo fibroso no intersticio e células
neoplasicas posicionadas de forma perpendicular a membrana dos tubulos
seminiferos (células em palicada). O nucleo das células é redondo ou fusiforme
com citoplasma fracamente eosinofilico, fusiforme e pouco delimitado. Raras
figuras de mitose sdo observadas (BANCO et al., 2010; D’ANGELO et al.,
2012; FOSTER et al., 2007; GRIECO et al., 2008; KENNEDY et al., 1998).

Combinagdes de tipos diferentes podem ocorrer em aproximadamente
25% das neoplasias testiculares caninas, embora os ndodulos neoplasicos
sejam usualmente separados. N&o ha implicagdo de causa comum, mas sim
uma multiplicidade de acontecimentos acidentais em um grupo com faixa etaria
adulta, predisposta a neoplasia (FOSTER; LADDS, 2007).

Seu desenvolvimento pode ser influenciado por varios fatores, incluindo
idade, criptorquidismo, exposi¢cao a carcindégenos e predisposi¢ao racial (LIAO
et al., 2009). Os cées das racas Boxer, Pastor alemao, Afgan Hound,
Weimaraner e Pastor de Shetland mostram maior potencial para desenvolver
as neoplasias testiculares (FAN; LORIMIER, 2007). Em um estudo realizado na
Noruega, foi verificada a predominancia do sertolioma em caes da raga Collie e
em Pastor de Shetland, enquanto que nos caes da raga Norwegian Elkhound
houve frequéncia do seminoma (NGDTVEDT et al., 2010).

Existe alta correlacdo entre o criptorquidismo e as neoplasias
testiculares (GILLIGAN, 2008; FOSTER; LADDS, 2007; MORRIS e DOBSON,
2001). Caes criptorquidicos possuem 10 vezes mais chances de desenvolver

neoplasia testicular do que caes normais, com maior frequéncia no testiculo



direito do que no esquerdo, sem que haja explicagdo para este fato (FOSTER;
LADDS, 2007). O posicionamento abdominal ou inguinal dos testiculos € um
fator relevante no que diz respeito ao desenvolvimento de metade dos
sertoliomas e de dois tergcos dos seminomas. Tal fato é justificado pela
temperatura mais alta do abdémen que destroi as células espermatogénicas,
permitindo o desenvolvimento anormal das células de Sertoli (MORRIS;
DOBSON, 2001).

2.3. Marcadores tumorais

A avaliagcdo imuno-histoquimica tornou-se uma ferramenta auxiliar de
diagnodstico cada vez mais relevante na rotina laboratorial, devido a
necessidade de um diagndstico preciso a fim de se determinar tratamento e
prognostico, principalmente no que diz respeito as neoplasias (BARRA, 2006).

Os marcadores tumorais sado substancias presentes no tumor, no
sangue ou em outros liquidos biolégicos, produzidos primariamente pelas
células neoplasicas ou, secundariamente pelo paciente, em resposta a
presenca das mesmas (ANDRIOLO, 2005). Um marcador prognéstico pode ser
definido como qualquer substancia capaz de fornecer informagdes a respeito
da evolugdo clinica da neoplasia no momento do diagndstico ou da cirurgia.
Para isto, esse marcador deve estar relacionado a determinadas caracteristicas
biolégicas envolvidas na transformacéo celular neoplasica, no crescimento
tumoral ou no processo da cascata metastatica. Esse mesmo marcador
também podera ser considerado como preditivo quando fornecer informagdes
Uteis na selecdo de pacientes susceptiveis a determinada terapéutica
especifica (SCHMITT, 1999).

A imunoexpressdo de marcadores do ciclo celular pode indicar
anomalias na regulagdo do ciclo celular, podendo entdo distinguir o
comportamento bioldgico do tumor, incluindo o fornecimento de informacdes

uteis sobre o grau de malignidade, presenga ou ndo de metastase, taxa de



progressdo tumoral, a resposta a terapia e sobrevida livre de doencga
(PAPAIOANNOU et al., 2009).

Existem marcadores descritos como sensiveis e especificos para o
diagndstico das neoplasias testiculares nos seres humanos (YU et al., 2009).
Na medicina veterinaria, os marcadores tumorais sdo amplamente estudados e
aplicados na rotina laboratorial. A técnica imuno-histoquimica baseia-se na
identificacdo de antigenos “in situ”, que podem apresentar valor prognéstico e
terapéutico (HORTA et al., 2012).

2.4. Enzima ciclooxigenase-2 (COX-2)

A ciclooxigenase (COX) & a primeira oxidase envolvida no processo de
producao fisioldégica de prostaglandinas (PGs) a partir do acido araquiddnico,
tornando-se o principal alvo dos Anti-inflamatérios Nao Esteroidais (AINES)
(HASE et al., 2003). Pode apresentar-se em trés isoformas: COX-1, COX-2 e
COX-3 (MATSUYAMA; YOSHIMURA, 2009). As PGs e o inibidor da enzima
COX podem estar envolvidos na iniciacdo e/ou na promogao da carcinogénese
devido a inibicdo da COX pela acao das drogas anti-inflamatérias (HASE et al.,
2003).

A COX-1 ocorre em tecidos e células e atua na producdo de PGs
envolvidas na manutengdo da homeostasia (DORE, 2011; MATSUYAMA;
YOSHIMURA, 2009). A COX-2 esta envolvida nos processos inflamatorios,
proliferacdo e diferenciacdo celular e carcinogénese (MATSUYAMA;
YOSHIMURA, 2009). Embora a COX-3 tenha sido descrita como o primeiro
local de agdo dos analgésicos e antipiréticos, seu papel ndo esta bem
estabelecido (DORE, 2011; MATSUYAMA; YOSHIMURA, 2009).

Os antiinflamatérios nao esteroidais (AINES) inibem a atividade da COX
e a producado das PGs, enquanto que estimulam os receptores ativados por
proliferadores de peroxissomas (PPARs-y) e inibem a produgéo de citocinas,
como o Fator de Necrose Tumoral (TNF), Interleucina-18 e Interleucina-6 por
intermédio da expressao da PPARs-y nos leucocitos. Devido a essa inibigao,



existem hipoteses de que a enzima COX possa estar envolvida na iniciagéo
e/ou promog¢ao do mecanismo carcinogénico (MATSUYAMA; YOSHIMURA,
2009).

Em humanos, a imunorreatividade da COX-2 é relatada principalmente
nas células epitelias neoplasicas, nas células inflamatérias, no endotélio
vascular e em fibroblastos do carcinoma colorretal (LIN et al., 2013). Outras
neoplasias que expressam COX-2 nos seres humanos sao cancer de mama,
pulmao, cabega, pescoco, pancreas, prostata e estdmago (DORE, 2011).

Nos cées, a alta expressdo da COX-2 é descrita por Doré (2011) nos
carcinomas mamarios in situ, carcinoma prostatico, carcinoma de células
transicionais e carcinoma de células escamosas. Pires et al. (2010) observaram
marcacao de COX-2 mais intensa no melanoma cuténeo, oral e ocular com
caracteristicas de agressividade.

Avaliando o mastocitoma canino, Prada et al. (2012) verificaram
expressdo de COX-2 em 86% das amostras avaliadas (n=49), sugerindo que
os AINES inibidores de COX-2 possam ser de valor terapéutico para essa
neoplasia.

Nos tumores de mama em cadelas, De Nardi (2007) verificou maior
expressdo de COX-2 nas neoplasias malignas, como também maior

intensidade de imunorreatividade nas células neoplasicas de lesbes malignas.

25. MMP-9

Nos ultimos anos, a atividade das metaloproteinases tem sido abordada
com maior interesse na area da oncologia humana e animal (MANDARA et al.,
2009). As metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) séao
endopeptidases neutras, envolvidas em diversos processos fisioldgicos, como
a degradacéo e remodelacdo da matriz extracelular e da vascularizagao, e em
processos patolégicos. A ativacdo destas enzimas pode provocar doengas

como artrites, retinopatia diabética, psoriase e cancer (JOBIM et al., 2008).



A homeostase da matriz extracelular (MEC) é regulada em parte pela
atividade equilibrada entre as proteases e os inibidores de proteases (SIU et
al., 2003). As MMPs regulam a integridade e a composi¢do da MEC em varios
niveis, incluindo a transcrigdo, ativagao e inibigcao por inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMP). A superprodugdo de MMPs por interagdao entre a
vascularizagdo tumoral e o sistema linfatico pode levar a niveis elevados de
MMPs e TIMP, tanto nos tecidos acometidos como em fluidos biolégicos, como
sangue ou urina (ANGULO et al., 2011).

As MMPs sido mediadores cruciais das alteragdes observadas no
microambiente durante a progresséo tumoral. S&o constituintes de uma familia
de endopeptidases zinco dependentes que exigem clivagem proteolitica para a
sua ativagdo. Essas enzimas possuem efeito regulatério em diversos
processos fisioldgicos e na sinalizagdo da degradagdo da matriz extracelular,
migracgéao celular, invaséo, proliferacado e angiogénese (HADLER-OLSEN et al.,
2011).

Em um estudo realizado in vitro, foram detectados altos niveis de MMP-2
e MMP-9 nas amostras de seminoma, carcinoma embrionario e
teratocarcinoma humano em comparagao ao tecido testicular normal,
correlacionando os achados com um papel determinante das MMPs no fenoétipo
invasivo dos tumores testiculares (MILIA-ARGEITI et al., 2012).

Nos estudos oncoldgicos caninos, a MMP-9 ja foi detectada no linfoma
(ARICO et al., 2013), leucemia (ARICO et al., 2012), meningioma (MANDARA
et al., 2007), mastocitoma (GIANTIN et al., 2012) e carcinoma mamario
(SANTOS et al.,, 2013). Nos tumores de mama, sua expressao ocorre nos
tumores de comportamento mais agressivo, sugerindo que as moléculas de
MMP-9 podem ser alvo terapéutico durante o periodo pos-operatério (SANTOS
etal.,, 2013).
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2.6. Proteina Ki-67

Recentemente, estudos apontam a avaliacdo imuno-histoquimica para a
obtencdo do potencial proliferativo das neoplasias nos animais, através da
deteccdo de proteinas nucleares que se relacionam a replicagdo do DNA
(ZUCCARI et al., 2008).

A Ki-67 é uma proteina nuclear, presente nas fases ativas do ciclo
celular, tendo relagao direta com a fragao de crescimento da populacao celular
(BARRA, 2006). Sua expressao indica estado proliferativo das células
neoplasicas, podendo fornecer dados mais consistentes em relacao a fragao de
crescimento tumoral (LEROY et al., 2002).

O indice mitético obtido através da analise histopatoldgica indica a fase
do ciclo celular, porém €& uma analise subjetiva e requer padronizagdo. A
analise imuno-histoquimica da proliferacao celular permite ndo s6 detectar
células em mitose, como também a deteccdo e quantificagcdo de proteinas
presentes durante a proliferagao celular (EISENBERG; KOIFMAN, 2001).

Avaliando a expressao de Ki-67 no carcinoma colorretal humano, foi
verificada correlacdo entre alta expressdo de Ki-67 e recidiva da doenca
(MENEZES et al., 2010). Nos tumores de mama na mulher, os tumores que
exibem alta expresséo de Ki-67 sdo mais sensiveis a drogas antineoplasicas
(EISENBERG; KOIFMAN, 2001).

A avaliagdo imuno-histoquimica do seminoma humano revela que o uso
da Ki-67 em conjunto com outros marcadores contribui diretamente no
estabelecimento do progndstico do paciente (PECTASIDES et al., 2009). Nos
caes, a marcacgao acentuada de Ki-67 no carcinoma mamario em cadelas e no
seminoma indica alto indice proliferativo e o prognéstico desfavoravel da
doenca (CIAPUTA et al., 2012; ZUCCARI et al., 2008). Segundo Pereira et al.
(2013), a avaliagdo imuno-histoquimica de Ki-67 nas neoplasias da glandula
perianal nos caes pode fornecer informagdes ao potencial metastatico e auxiliar

no diagndstico dos casos mais complexos.
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2.7. p53

A p53 é uma fosfoproteina nuclear que regula a transcricdo do DNA, a
proliferacdo e apoptose celular (BARRA, 2006). Acredita-se que uma mutacao
do gene p53 seja uma alteracdo muito comum nos casos de malignidades em
humanos e em cées, a sua presenca esta associada a progressao tumoral
(PAPAIOANNOU et al., 2009).

A p53 interrompe o ciclo celular na fase G1, assim que o dano ao DNA
da célula é detectado, permitindo entdo o reparo ao DNA antes da célula entrar
na fase S do ciclo celular. Mutagdes no gene p53 resultam na estabilizagdo da
proteina de meia-vida mais prolongada. Dessa forma, a detecgdo imuno-
histoquimica da p53 pode significar a forma mutante da proteina (VARLEY et
al., 1991).

Em algumas neoplasias em humanos, como o carcinoma pulmonar, a
alta expressao de p53 esta relacionada ao comportamento clinico mais
agressivo do tumor (VARLEY et al., 1991). No carcinoma gastrico humano, a
imunorreatividade do gene p53 correlaciona-se com o0s parametros de
agressividade e prognéstico desfavoravel (CARRASCO et al., 2011).

Assim como no homem, a p53 € detectada nas células germinativas do
testiculo de cédes normais (PAPAIOANNOU et al.,, 2009; VITELOZZI et al.,
1998). Em um estudo realizado por Papaioannou et al. (2009) a expressao de
p53 nas espermatogdnias e espermatocitos primarios sugere a expressao da

proteina durante a divisdo meidtica dessas células.

2.8. Objetivos

2.8.1. Objetivo geral

Visto o aumento da preocupacédo com o bem-estar dos animais senis € a
maior susceptibilidade desses animais as neoplasias malignas, este estudo
teve como objetivo caracterizar a expressao de Ki-67, COX-2, MMP-9 e p53

nas neoplasias testiculares caninas.
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2.8.2. Objetivos especificos

Verificar a relagao entre o padrao histolégico e raga, idade e
posicionamento testicular.

Verificar a correlagao entre o indice mitético e a expressao de Ki-
67.

Verificar a expressdo imuno-histoquimica dos anticorpos em

questao nas diferentes neoplasias testiculares caninas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selecao das amostras

Foram selecionadas 50 amostras de neoplasia testicular canina do
Servigo de Patologia Veterinaria da FMVA — Faculdade de Medicina Veterinaria
de Aragatuba da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” e do
Laboratério de Patologia e Biologia Molecular “VetPat” de Campinas. As
amostras foram obtidas de fragmentos de testiculos provenientes de
castracoes eletivas ou terapéuticas mantidas em blocos de parafina. O
prontuario de cada animal foi verificado para obter informagdes como raga,
idade e posicionamento testicular.

Como critérios de selecdo das amostras, incluiu-se a preservacao
histologica dos tecidos, auséncia de areas de necrose e presenga do historico
apods a cirurgia. Nos casos que apresentaram mais de um tipo tumoral ou o
mesmo tipo de tumor nos dois testiculos, as neoplasias foram avaliadas
individualmente.

Para cada amostra selecionada, foram realizados cortes histolégicos (4
Mm) corados com hematoxilina e eosina (HE) ou submetidos a analise imuno-
histoquimica. Os cortes corados por HE foram observados nas objetivas de
20X e 40x, para reclassificacdo histologica de acordo com Kennedy et al.
(1998), bem como a obtengao do indice mitético. Este foi comparado ao indice
de expressao do anticorpo anti-Ki-67. Para obtencao do indice mitético foram
contadas as figuras de mitose em 10 campos escolhidos de forma aleatéria,
sob a objetiva de 40X, obtendo-se uma média do numero de mitose por
neoplasia (GRIECO et al., 2007).
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3.2.  Imuno-histoquimica

Para as reacgdes de imuno-histoquimica, foram preparados cortes com
4um de espessura. Os cortes foram estendidos em lamina silanizada
(STARFROST®). As reacdes de imuno-histoquimica seguiram em linhas gerais
o protocolo segundo HSU et al. (1981), com adaptagbes. Os anticorpos
primarios utilizados e suas diluicbes estdo descritos no Quadro 1. O bloqueio
da peroxidase endégena foi realizado com solugéo de perdxido de hidrogénio a
3% em metanol em 50% por 40 minutos. Para bloqueio das ligacdes
inespecificas utilizou solucdo de leite em pd desnatado a 3% por 30 minutos
para Ki-67 e Protein Block (DAKO, X0909). A incubagao foi de 10 minutos para
COX-2, MMP-9 e p53. Os anticorpos primarios foram incubados por 18 horas
em camara umida a 4°C. O anticorpo secundario biotinilado (DAKO, K0690) foi
adicionado aos cortes e incubado por 45 minutos em cadmara umida e
temperatura ambiente. Apos a lavagem, foi aplicado o complexo streptoavidina-
peroxidase LSAB (DAKO, K0690) também por 45 minutos em camara umida e
temperatura ambiente. A lavagem padrao em Tampéao Salino Fosfato (PBS) 7,2
— 7,4 foi realizada em 3 séries de 5 minutos cada, exceto apds o bloqueio dos
sitios especificos.

O Revelador Diaminobenzidina (DAB) (DAKO, K3468) foi empregado
para os anticorpos nucleares Ki-67 e p53, caracterizando como positivas as
areas nucleares coradas em marrom. Ja o Revelador Etilcarbazol (AEC)
(DAKO, K3461) foi aplicado para os anticorpos MMP-9 e COX-2, de localizagéo
citoplasmatica, mostrando em vermelho as areas positivas, possibilitando a
diferenciacdo entre areas positivas (em vermelho) do pigmento marrom
caracteristico das células intersticiais (FOSTER, 2007).

Para controle positivo das reacgdes, utilizou-se linfonodo canino para o
anticorpo Ki-67, seminoma canino para o anticorpo p53, carcinoma de células
transicionais canino para o anticorpo COX-2 e carcinoma mamario canino para
o anticorpo MMP-9, de acordo com a indicacdo de seus respectivos

fabricantes.
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Quadro 1 - Relagdo dos anticorpos primarios, diluicdo, clone, marca do anticorpo,
recuperagdo antigénica, cromogeno e contra-coloragédo utilizados nas
reacdes de imuno-histoquimica nos tumores testiculares caninos

Anticorpo | Diluicdo | Clone Espécie Fabricante Recu.p:era_gao Contra:
antigénica coloragao
Tris EDTA™ Hematoxilina
Ki-67 1:25 MIB1 Camundongo DAKO em panela a .
@) Harris
vapor
Tris EDTA™ Hematoxilina
P53 1:50 DO-7 Camundongo DAKO em panela de .
= (3) Harris
presséo
CX- Citrato™ em Hematoxilina
COX-2 1:100 Camundongo DAKO panela de
294 = (3) Mayer
presséo
Citrato™ em Hematoxilina
MMP-9 1:400 562A4 | Camundongo Millipore panela de
= (3) Mayer
pressdo
(1)Tris EDTA: pH 9,0 com acréscimo de Tween 20 (DAKO).
(2) Panela a vapor: solugéo pré-aquecida por 20 minutos. Incubagéo por 30 minutos em vapor.
(3) Panela de presséo: incubagao por 10 minutos a 110°C.
(4) Solugéao Citrato de Sadio (pH 6,0) diluido 1:10 (Dako, S1699).

3.3.

Analise de imagem

Os cortes histolégicos foram avaliados e fotomicrografados com o auxilio

de um sistema de analise de imagem computadorizada, utilizando-se o

software de analise de imagens Image ProPlus 6.1 (Media Cybernetics). Foram

capturadas imagens de 10 campos “hot spots” em objetiva de 40x em

microscopia de luz no microscépio Olympus BX-61. Os campos “hot spots”

correspondiam as areas onde era possivel observar o maior numero de células

positivas para o anticorpo em questdo. Foram evitadas areas com necrose e

infiltrado inflamatoério, com excegcdo das neoplasias diagnosticadas como

seminoma, onde a presenca do infiltrado linfocitario € uma das caracteristicas

morfoldgicas observadas para diagnéstico desse tipo tumoral.
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3.4. Analise estatistica

Os valores obtidos com o programa de analise de imagem foram
avaliados de acordo com a classificagao histopatolégica das neoplasias. Para
isso foi utilizado o software Prism 6.3 (GraphPad, La Jolla, USA), empregando
o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Comparacdo Multipla de Dunn,
considerando significativos os valores de p<0,05 para analise entre os grupos,
e o Teste de Spearman para correlagdo entre o indice mitético e marcacgao de

Ki-67. Os dados foram expressos pela mediana e pelo intervalo interquartil.
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4. RESULTADOS

4.1. Histérico dos animais

A idade dos animais variou entre 6 a 16 anos de idade, com média de 10
anos. Os caes sem racga definida (n=10, 20%) apresentaram maior frequéncia
de neoplasias testiculares, seguidos pelas ragas Poodle (n=7, 14%), Labrador
e Boxer (n=5, 10%). Os cdes da ragca Cocker e Pinscher apresentaram
frequéncia de 8% cada (n=4/raca), enquanto que as ragas Pastor Alemao (n=3,
6%), Fila Brasileiro, Rottweiller, Pitbull e Pinscher foram menos acometidas
(n=2/raga, 4%) neste estudo.

Dentre os animais avaliados, 20,6% apresentaram historico de testiculo
ectopico. Em relagcdo a classificacdo, 75% dos animais ectépicos foram
diagnosticados com sertolioma (n=6), enquanto que os outros dois animais
apresentaram leydigocitoma e seminoma cada um (n=1, 12,5%). Os dados
completos dos animais estao descritos no Quadro 2.

Dos 50 animais avaliados, 31 possuiam histérico sobre a qualidade de
vida. A partir desse numero, verificamos que 48,4% estavam vivos. Nos casos
de Obito, 43,7% foram por causa desconhecida, 25% foram pelo
desenvolvimento de outras neoplasias, como o melanoma (n=2) e mastocitoma

(n=1), 18,7% por insuficiéncia renal crénica e um por insuficiéncia cardiaca.

4.2. Caracteristicas histopatolégicas

O grupo de tumores testiculares avaliados foi composto por 38%
leydigocitoma (n=22), 38% seminoma (n=22) e 22% de sertolioma (n=12).

De acordo com a subclassificagdo (KENNEDY et al., 1998), o seminoma
foi dividido em 68% do tipo difuso (n=15), 27% difuso e intratubular (n=6) e uma
amostra composta pelo tipo intratubular, representando 5% do total de
amostras. O tipo intratubular foi caracterizado pela presenca de células
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germinativas neoplasicas no interior de tubulos seminiferos atréficos septados
por tecido conjuntivo delicado e raras ilhas de linfocitos no estroma. As células
exibiam citoplasma escasso arredondado, nucleo central com cromatina
grosseira e nucléolos proeminentes. Por vezes foram observadas células
multinucleadas, bem como anisocariose e anisocitose em graus variados
(Figura 1B). O seminoma difuso mostrou células germinativas neoplasicas
dispostas em l6bulos, folhas ou cordbes, formando areas mais soélidas na
periferia € menos densas no centro da neoplasia. As células exibiam
citoplasma arredondado ou poliédrico, nucleo central com cromatina grosseira
e multiplos nucléolos proeminentes. Observou-se pleomorfismo celular
variando de moderado a acentuado associado ou nado a figuras de mitose
atipicas e ainda pequenas ilhas de linfécitos dispostas de forma multifocal
(Figura 1A).

Os sertoliomas exibiram células em arranjo tubular, perpendiculares a
membrana basal, mostrando citoplasma amplo alongado, nucleo oval a
fusiforme e nucléolo proeminente. Foram observadas raras figuras de mitose e
anisocitose moderada. Os tubulos, em sua maioria eram separados por
estroma denso abundante, por vezes hialinizado.

O leydigocitoma foi representado por 64% angiomatoide (n=14), 23%
pseudoadenomatoso (n=5), 9% sodlido-difuso (n=2) e 4% angiomatoide e
pseudoadenomatoso (n=1). No tipo pseudoadenomatoso eram formados
grandes grupos de células que frequentemente circundavam fluido em
quantidade acentuada, além da presenca de pequenos vasos e capilares
(Figura 2A). No tipo angiomatdide, as células formavam pequenos corddes de
células amplas, por vezes circundando um fluido réseo (Figura 2B). Ja no tipo
sélido-difuso, as células se organizavam em pequenas folhas ou corddes
septadas por um tecido conjuntivo delicado (Figura 2C). As células mostravam
citoplasma amplo, frequentemente com pigmento amarelado em quantidade
discreta a moderada e vacuolos abundantes. Nucleo periférico pequeno,
hipercromatico, nucléolo por vezes proeminente e auséncia ou raras figuras de

mitose.
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Quadro 2 - Relagdo de casos de acordo com a classificagdo histopatoldgica,
raca, indice mitético, idade e posicionamento testicular das neoplasias

testiculares caninas

Paciente C.)Iassifica’gé}o ir)Qige Raca Idade Posicio_namento

Histopatolégica Mitético testicular

1 4,6 Basset Hound 11 Bolsa escrotal

2 2,1 Boxer 7 Ectdpico

3 0,3 Cocker 11 -

4 0,8 Fila Brasileiro 10 -

5 1,8 Pastor Alemao 7 -

6 0,1 Pastor Aleméao 10 -

7 ) ) 1,3 Pinscher 11 -

8 Seminoma difuso 23 Poodle 12 Bolsa escrotal

9 0,5 Poodle 12 Bolsa escrotal

10 0,1 SRD 9 -

11 0,3 SRD 10 -

12 1,9 SRD 11 -

13 1,9 SRD 14 -

14 1,6 Yorkshire 8 -

15 Seminoma intratubular 2,0 Rottweiller 7 Bolsa escrotal

16 0,7 Cocker 9 Bolsa escrotal

17 . . 0,8 Labrador 11 Bolsa escrotal

18 Senm?;?fbﬂllgjrso e 2,3 Labrador 12,5 Bolsa escrotal

19 1,5 Poodle 12 Bolsa escrotal

20 2,4 Shihtzu 11 Bolsa escrotal

21 5 "sommoma mratuboier __ 05(2 Boxer 9 Bolsaescrot

22 0,3 Boxer 12 Bolsa escrotal

23 2,8 Fila Brasileiro 12 Bolsa escrotal

24 0,2 Golden Retrivier 6 Bolsa escrotal

25 0,7 Labrador 11 Bolsa escrotal

26 0,2 Pastor Aleméo 10 -

27 . ) ) 0,6 Pastor Belga 9 Bolsa escrotal

Leydigocitoma angiomatoide .

28 0 Pitbull 8 Bolsa escrotal

29 0,1 Poodle 15 -

30 0 SRD 9 Bolsa escrotal

31 0,3 SRD 11 -

32 SRD 14 -

33 SRD 14 Bolsa escrotal

34 o Boxer 7 Ectépico

35 pselzj?(l)cz'alggﬁg?nn;?oso 0,4 Pinscher 11 Bolsa escrotal

36 1,3 Schnauzer -

37 o ) ) 0 Pinscher Bolsa escrotal

Leydigocitoma solido-difuso )
38 0,1 Pitbull Bolsa escrotal
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Leydigocitoma angiomatoide

39 0 Cocker 12 Bolsa escrotal
e pseudoadenomatoso
40 1e 2. Leydigocitoma 0.1 (1e2) SRD 9  Bolsaescrotal
angiomatoide
41 1 e2. Leydigocitoma 0(1e2) Rottweiller 9  Bolsa escrotal
pseudoadenomatoso
42 0,6 Boxer 7 Ectépico
43 3,8 Labrador 10 Bolsa escrotal
44 . 0 Poodle 10 Ectopico
Sertolioma
45 0 Poodle 10 Ectdpico
46 1 Poodle 13 Ectépico
47 0 SRD 10 Bolsa escrotal
48 0,1(1)/0,8(2) Cocker 7 Ectopico
49 1 e 2. Sertolioma 1,1(1)/0,9(2) Labrador 7 Bolsa escrotal
50 0,9(1)/0,8(2) Pinscher 16 Ectdpico
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FIGURA 1 - Fotomicrografias de neoplasias
testiculares caninas. A: Seminoma difuso. B:
Seminoma intratubular. C: Sertolioma. (HE — Barra =

50um).
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FIGURA 2 - Fotomicrografias de neoplasias
testiculares caninas. A: Leydigocitoma

pseudoadenomatoso. B: Leydigocitoma angiomatoide.
C: Leydigocitoma sdlido-difuso. (HE — Barra = 100um).
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4.3. Caracteristicas imuno-histoquimicas

A expressao nuclear da proteina Ki-67 foi mais intensa nos seminomas,
com 2,9% de area nuclear positiva, enquanto que os sertoliomas e os tumores
classificados como leydigocitoma mostraram respectivamente 0,7 e 0,5 % de
células com nucleos marcados (Figura 3). Nao houve correlagéo significativa
entre o indice mitotico avaliado na HE e a marcagao imuno-histoquimica para a
Ki-67 para as neoplasias estudadas (leydigocitoma p=0,9937, sertolioma
p=0,878 e seminoma p=0,2131) (Figura 8).

A imunorreatividade para a COX-2 foi detectada no citoplasma das
células neoplasicas e variou de moderada a intensa, distribuida de forma difusa
ou multifocal. A expressdo da COX-2 foi observada em maior numero de
células no leydigocitoma, que mostrou 4,2% células positivas, do que nos
seminomas com 0,9% e nos sertoliomas 0,6% (Figura 4).

A avaliacdo dos cortes imunomarcados para MMP-9 mostrou marcagao
intracitoplasmatica intensa em poucas células neoplasicas (Figura 5 A e B). O
seminoma mostrou maior expressao para MMP-9 em relagéo ao leydigocitoma
e o sertolioma. O padrao de marcagéo exibido no seminoma foi principalmente
perivascular e proximo ao infiltrado linfocitario.

Em relagdo a imunoexpressao de p53, foram observados 2,1% de area
nuclear positiva no seminoma (Figura 5C), enquanto que o leydigocitoma e o
sertolioma apresentaram poucas células marcadas.

As porcentagens de area marcada para os anticorpos Ki-67, COX-2,
MMP-9 e p53 estdo descritos na Figura 6. Nao houve diferenga significativa
entre os subtipos das neoplasias para os diferentes anticorpos avaliados
(p>0,05). Porém, foi observada maior expressdo de MMP-9 e p53 no
seminoma difuso do que no tipo intratubular. Os resultados estdo descritos na

Figura 7.
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FIGURA 3 - Fotomicrografias de neoplasias
testiculares caninas marcadas para Ki-67, reveladas
com DAB. A: Seminoma. Expressao acentuada dos
nucleos e distribuicdo difusa. B: Leydigocitoma. Um
unico nucleo de célula Ki-67 positiva (*). C:
Sertolioma. Notam-se células positivas para Ki-67,
distribuidas de forma homogénea (*). (Barra = 50um).
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FIGURA 4 - Fotomicrografias de neoplasias
testiculares caninas marcadas para COX-2, reveladas
com AEC. A: Seminoma. Citoplasma das células
germinativas neoplasicas com marcagao positiva
variando de moderada e difusa. B: Leydigocitoma.
Nota-se marcagdo citoplasmatica acentuada em
células multifocais (*). C: Sertolioma. Expressao
acentuada em raras células (*). (Barra = 50um).
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FIGURA 5 - Fotomicrografias de neoplasias
testiculares caninas marcadas para MMP-9 e p53. A:
Seminoma. B: Leydigocitoma. Nota-se expresséo
citoplasmatica acentuada de MMP-9 em células
multifocais em A e B. (*) (Revelador AEC). C:
Seminoma. Marcagao nuclear acentuada e difusa para
p53 (Revelador DAB). (Barra = 50um).
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5. DISCUSSAO

O processo de envelhecimento dos cdes aumenta a predisposi¢ao para
a ocorréncia de doencas, principalmente as neoplasias (FREITAS et al., 2006).
No Brasil, as neoplasias estdao entre as principais causas de Obito e de
eutanasia em cées e gatos, fato que tem ganhado relevancia na medicina
veterinaria e desafiando a area para o desenvolvimento de métodos
diagnosticos e medidas profilaticas mais acuradas (BODER et al., 2013;
COOLEY et al., 2003; D’ANGELO et al., 2012; FIGHERA et al.; 2008; FREITAS
et al., 2006; TRAPP et al., 2010).

No presente estudo, a média de idade dos cdes acometidos com
neoplasia testicular foi de 10 anos, semelhante aos estudos realizados por Liao
et al. (2009) e Ngdtvedt et al. (2011). Grieco et al. (2008) observaram que a
idade média dos animais acometidos era de 10,7 anos, sem que ocorresse
associagao entre idade e o tipo tumoral desenvolvido.

Avaliando as ragas individualmente, os caes sem raca definida
mostraram prevaléncia mais alta, seguido pelos cées da raga Poodle. Porém,
quando avaliada a frequéncia das neoplasias em relagdo ao porte das racas,
verificamos que as ragas de grande porte representaram 42% das amostras.
Esse dado confirma os achados da literatura de que os caes de grande porte
sdo mais predispostos ao desenvolvimento de tumor testicular (GRIECO et al.,
2008; NIDTVEDT et al., 2011).

No presente estudo, dos oito casos de testiculo ectdpico, seis ocorreram
em caes das ragas Poodle e Boxer (n=3, cada um). Sdo escassos os dados da
literatura sobre a associacao entre raca, criptorquidismo e neoplasia testicular
nos caes. Em Taiwan, os caes da raca Maltés mostraram ser mais os mais
predispostos a essa associagao, seguido pelos caes da raga Poodle (LIAO et
al., 2009).

Em estudo realizado na Noruega, foi verificada predominancia de

sertolioma em caes da raca Collie e Pastor de Shetland, enquanto que nos
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caes da ragca Norwegian Elkhound houve maior frequéncia de seminoma
(NODTVEDT et al,, 2011). Nas amostras deste estudo ndo foi observada
diferenga na frequéncia dos tipos tumorais entre as diferentes racas.

Sabe-se também que caes criptorquidas sdo mais predispostos ao
desenvolvimento de neoplasia testicular (MEYERS-WALLEN, 2012),
principalmente os seminomas e os sertoliomas (KENNEDY et al., 1998, YU et
al., 2009). No presente estudo, houve predominancia do sertolioma nos
testiculos ectépicos, diferindo dos resultados obtidos por D’Angelo et al. (2012)
e Liao et al. (2009), que observaram o seminoma como o tipo neoplasico mais
frequente.

A analise da classificagao histolégica das neoplasias testiculares de cao
neste estudo revelou frequéncia semelhante dos seminomas e dos
leydigocitomas (39%). De acordo com a literatura, o leydigocitoma é o tipo
neoplasico mais observado nos cées, seguido pelo seminoma e sertolioma
(MORRIS; DOBSON, 2001; REIF, 2007). Grieco et al. (2008) e Nadtvedt et al.
(2011) observaram maior frequéncia de leydigocitomas enquanto que Liao et
al. (2009) verificaram frequéncia de 34,3% dos seminomas.

A avaliagdo da subclassificacdo dos seminomas e dos leydigocitomas
ainda é pouco realizada (CIAPUTA et al., 2012; D’ANGELO et al., 2012;
GRIECO et al.,, 2008; KIM et al., 2010). No presente estudo, observamos
predominadncia do seminoma difuso em relacdo ao seminoma intratubular,
diferente dos resultados de Grieco et al. (2008), em que o seminoma
intratubular foi mais frequente. Muitos estudos avaliam os seminomas caninos
de acordo com a classificagao utilizada para o homem. Segundo os autores, o
comportamento clinico benigno do seminoma no cao pode ser explicado pela
semelhanca do seminoma difuso canino ao seminoma espermatocitico do
homem, que € derivado de uma linhagem de células germinativas mais
diferenciadas (KIM et al., 2010; MAIOLINO et al., 2004).

Em relacdo a subclassificacdo dos leydigocitomas, o tipo angiomatoide
foi mais frequente, seguido pelo pseudoadenomatoso e sélido-difuso. De

acordo com a literatura, os leydigocitomas exibem comportamento benigno,
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ndo oferecendo risco aos caes, independente do tipo histologico (FAN e
LORIMIER, 2007; FOSTER; LADDS, 2007; KENNEDY et al., 1998).

Os seminomas apresentaram intensa marcag¢ao nuclear ao anticorpo
para Ki-67, caracterizando as células que estdo se preparando para entrar em
divisdo (CIAPUTA et al., 2012; PAPANOIANNOU et al., 2009). A quantidade
elevada de figuras de mitose neste tipo neoplasico associada a expresséo
elevada de Ki-67 mostra correlagao positiva com uma evolugéo e prognostico
desfavoraveis (GALLEGOS et al.,, 2003). Esses dados da literatura se
assemelham com os resultados aqui apresentados. Quando comparado com o
indice mitético verificado no seminoma, a imunodetec¢cdo da proteina Ki-67
mostrou ser método mais eficaz para observar as células em proliferagao. Este
dado indica que a utilizagdo da expressao de Ki-67 pode ser usada como uma
possivel ferramenta progndstica para os seminomas.

O leydigocitoma apresentou menor area de células marcadas para Ki-67,
contrapondo a expressao da COX-2 que foi mais evidente neste tipo de tumor.
Sabe-se que a COX-2 esta envolvida em diversos processos, como a
inflamacédo e proliferacdo celular, e mostra atividade reduzida em células
normais. Entretanto, a atividade esta aumentada nos tecidos como resposta
aos diferentes estimulos, como TNF, interleucina 1 (IL-1) ou ainda por agentes
cancerigenos, como a TPA (acetato de tetradecanoilforbol) ou por estimulo
hormonal (HASE et al., 2003; SIRIANNI et al., 2009). Portanto, pode-se sugerir
o papel da COX-2 no controle da proliferagcdo das células de Leydig
neoplasicas.

Sao poucos os dados na literatura sobre o valor progndstico da COX-2
nas neoplasias humanas, principalmente nos tumores de células germinativas
(PECTASIDES et al., 2009). Estudos experimentais revelaram que a expressao
de COX-2 no leydigocitoma humano e em ratos se deve pela ligacdo da
prostaglandina E2 (PGE2) aos receptores EP4, a proteina quinase A e na
proteina de fosforilagdo da resposta cAMP (CREB). Esses receptores por sua
vez diminuem a expressao de aromatase, que reduz a producao de estrogeno

e a expressao da Ciclina E, resultando na diminuicdo da proliferagdo das
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células de Leydig neoplasicas (SIRIANNI et al., 2009). Portanto, a menor
quantidade de células marcadas para Ki-67 deve ser resultado da elevada
expressao da proteina COX-2 nestas células. De forma inversa, os seminomas
apresentaram menor expressao da COX-2 e elevada expressao de Ki-67,
confirmando os resultados experimentais obtidos anteriormente (SIRIANNI et
al., 2009), onde a COX-2 parece modular a proliferacdo das células de Leydig.

Em relagcdo a expressao de MMP-9, verificamos maior marcagao nas
amostras de seminoma do que as de leydigocitoma e sertolioma. Em seres
humanos, foi observada maior expressao de MMP-2 e MMP-9 no
teratocarcinoma n&o seminomatoso e embrionario, neoplasias que exibem
comportamento mais agressivo do que no seminoma com baixo potencial de
invasao. Tal fato chama atencao para a importancia das MMPs no processo de
invasdo das neoplasias testiculares, sugerindo o uso das MMPs como
biomarcadores de malignidade para a neoplasia (MILIA-ARGIETI et al., 2012).

O processo de ativagdo das MMPs ocorre pelo estimulo de algumas
substancias como a IL-1, fator de necrose tumoral (TNF), fator de crescimento
epidérmico e fator de crescimento derivado de plaquetas (ESTEVE et al.,
2002). A IL-1, por sua vez é ativada pelos linfécitos, células inflamatérias que
participam da composicdo do seminoma humano e canino (GRIECO et al.,
2004). Portanto, a expressao mais acentuada da MMP-9 proxima ao infiltrado
linfocitario do seminomas pode ser explicada pela ativagao da IL-1 através dos
linfocitos que compdem esse tipo neoplasico, estimulando entdo a produgao de
MMP-9.

Poucos pesquisadores avaliam o papel da p53 como marcador
prognostico de tumores testiculares em humanos (ADDEO et al.,, 2007;
MAZUMDAR et al., 2003). Pectasides et al. (2009) observaram baixa
expressao de p53 em 73% dos tumores de célula germinativa, porém 27% dos
tumores mostraram entre 15% a 70% de positividade. No presente estudo,
apenas os seminomas mostraram forte expressao para p53 enquanto que as
outras neoplasias exibiram pouca marcacao ou ausente, provavelmente pelo

comportamento benigno destas neoplasias.
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O clone DO-7 da p53 detecta tanto a forma tipica como a proteina
mutante da p53. Essa caracteristica n&o influencia nos resultados, pois a
mutacédo de p53 nas neoplasias testiculares no homem é rara (GUILLOU et al.,
1996). Semelhante aos resultados observados no presente estudo,
Papaoiannou et al. (2009) verificou maior expressao de p53 nas amostras de
seminoma canino, sugerindo influencia dessa proteina na sobrevida dos cées
com esse tipo neoplasico.

O seminoma difuso mostra comportamento mais agressivo do que o tipo
intratubular, indicando potencial de malignidade dessas neoplasias
(VITELLOZZI et al., 1998). O trabalho de Papaioannou et al. (2009) relata que
a expressao de p53 foi mais evidente nas amostras de seminoma difuso do que
as amostras de seminoma intratubular, fato também observado no presente
estudo. Porém, s&o necessarios estudos com maior numero de amostras de
seminoma com diferentes classificagbes histolégicas para a obtencdo de

resultados estatisticamente significativos.
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6. CONCLUSAO

A marcagao imuno-histoquimica das proteinas Ki-67, MMP-9 e p53 em
células neoplasicas foi numerosa nos seminomas, estando de acordo com o
comportamento proliferativo e invasivo deste tipo de neoplasia.

A expressao de COX-2 foi maior no leydigocitoma e reproduz os
resultados obtidos nas observagbes em ratos e humanos, demonstrando que
os mecanismos de proliferagao dos sertoliomas e leydigocitomas podem ser os
mesmos nas diferentes espécies.

A avaliagdo histolégica dos subtipos de seminomas em caes, assim
como ocorre para os humanos, pode ter valor indicativo de um melhor ou pior
prognostico. Nos subtipos de seminomas avaliados nao foi observada diferenca
estatistica, mas um maior numero de amostras pode resultar em diferenga
significativa que permita a utilizagdo destas proteinas como marcadores de
prognostico, particularmente para o seminoma difuso.

A avaliacéo histopatolégica em associagao ao historico dos animais e a
expressao das proteinas estudadas trouxe informacdes a respeito das
neoplasias testiculares caninas, ainda pouco descritas na literatura. Essas
informagdes podem contribuir para a caracterizacdo das diferentes neoplasias

em relagdo ao seu comportamento biologico.
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