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RESUMO

OLIVINDO, R.F.G. Expressado da enzima esteroidogénica e controle sérico da
testosterona em cées com neoplasias testiculares. [Expression of steroidogenic
enzymeP450 aromatase and serum testosterone control in dogs with testicular neoplasias].
2018. p 52 - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo.

Os testiculos sdo o0s 0Orgdos sexuais primarios e se destacam com duas funcGes
principais: espermatogénese e a producao e secrecdo de hormdnios, dentre eles a testosterona
e 0 estrogenos, hormdnios importantes na diferenciacdo sexual durante o desenvolvimento
embrionario e a espermatogénese.O desdobramento da cadeia enzimética envolvida
com a esteroidogenése testicular sdo responsaveis de forma direta ou indireta pela
producdo dos androgenos, podendo assim estar relacionadas como uma das possiveis
etiologias para as neoplasias testiculares, desta forma neste estudo avaliou-se a expresséo da
enzima P450 aromatase (P450arom) e o controle sérico da testosterona, para estabelecer a
relacdo entre a carcinogénese e 0 comportamento da P450arom nos cées com neoplasias
testiculares. Foram selecionados os animais provenientes de campanhas de castracdo
realizadas pela Prefeitura da cidade de S&o Paulo, Estado de S&o Paulo, Brasil. Foram
coletadas amostras de tecidos testiculares e de sangue de 6 cdes adultos submetidos
a orquiectomias dos quais dois apresentaram criptorquidismo unilateral com aumento no
tamanho testicular, um ndo apresentava testiculo ectopico, porém era aumentado de volume, e
os demais, sem alteracdes clinicas, foram utilizados para controles do estudo.Realizado o
exame histopatoldgico obteve-se o resultado de trés casos neoplasicos, sendo um tumor misto
(seminoma intratubular e sertolioma) e os outros dois seminomas. As imunohistoquimicas dos
tecidos testicularestiveram imunomarcacdo positiva para a enzima P450arom nas células de
Leydig e Sertoli e que posteriormente foi comprovada com a técnica de western blottingem
todos os animais do estudo, apesar de o animal 3N (Neoplasico 3) apresentar uma
imunolocalizacdo mais fraca em relacdo aos demais. A dosagem hormonal de testosterona
livre foi realizada através de amostras sanguineas coletadas antes dos procedimentos
cirurgicos. Os pacientes oncoldgicos apresentaram valores no limite inferior, porém dentro da
referéncia para a espécie, exceto o 3N que apresentou valor inferiorquando comparado ao 1N
(Neoplasico 1)(101,90 ng/dL), 2N (Neoplasico 2)(158,40 ng/dL), 3N (95,8 ng/dL), 1C
(Controle 1)(42,9 ng/dL), 2C (41,5 ng/dL) e 3C (87,3 ng/dL). Conclui-se que a P450 arom
apresentou marcacdo positiva em cdes com neoplasia testicular, também confirmado nas
quantificacbes por meio western blotting.que foi expressa em todos os animais do estudo.

PALAVRAS CHAVE: Enzimas esteroidogénicas, Aromatase, Neoplasia testicular, Caninos,
Carcinogénese.

ABSTRACT



OLIVINDO, R.F.G. Expressdo da enzima esteroidogénica e controle sérico da
testosterona em cées com neoplasias testiculares. [Expression of steroidogenic
enzymeP450 aromatase and serum testosterone control in dogs with testicular neoplasias].
2018. p 52 - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo

The testes are the primary sex organs and stand out with two main functions: spermatogenesis
and the production and secretion of hormones, among them testosterone, important hormone
for spermatogenesis and sexual differentiation during embryonic development. The unfolding
of the enzymatic chain involved with testicular steroidogenesis is directly or indirectly
responsible for the production of androgens and may therefore be related as one of the
possible etiologies for testicular neoplasms. In this study, the expression of the enzyme P450
aromatase ( P450arom) and serum testosterone control to establish the relationship between
carcinogenesis and P450arom behavior in dogs with testicular neoplasms. Animals selected
from castration campaigns were selected by the city of S&o Paulo, State of So Paulo, Brazil.
Samples of testicular and blood tissues were collected from 6 adult dogs submitted to
orchiectomies, of which two presented unilateral cryptorchidism with increase in testicular
size, one without ectopic testicle, but volume was increased, and the others were used for
elective study controls. The histopathological examination was the result of three neoplastic
cases, one mixed tumor (seminoma intratubular and sertolioma) and the other two seminomas.
Immunohistochemistry of testicular tissues showed positive immunolabeling for the
P450arom enzyme in the Leydig and Sertoli cells and was later confirmed by western blotting
in all the animals of the study, although the 3N animal (Neoplastic 3) presented a poorer
immunolocalization in relation to the others. Free testosterone hormone dosage was
performed through blood samples collected prior to surgical procedures. Oncologic patients
presented values at the lower limit, but within the reference for the species, except 3N, which
presented lower values when compared to 1N (Neoplastic 1) (101,90 ng / dL), 2N (Neoplastic
2) (158,40 ng / dL), 3N (95.8 ng / dL), 1C (Control 1) (42.9 ng / dL), 2C (41.5 ng / dL) and
3C (87.3 ng / dL). It is concluded that the P450 arom showed positive marking in dogs with
testicular neoplasia, also confirmed in the quantifications by western blotting, which was
expressed in all the animals of the study.

KEY WORDS: Steroidogenic enzymes, Aromatase, Testicular neoplasm, Canines,
Carcinogenesis.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias testiculares sdo consideradas comuns na espécie canina
(HENRIQUE et al, 2016; KENNEDY et al. 1998), sendo classificados como (1)
tumores de células germinativas que incluem: seminoma, carcinoma embrionario e
teratoma; (2) tumores sexuais do cordao estromal que incluem: tumores das células de
Sertoli e de Leydig; (3) tumores priméarios multiplos; (4) mesotelioma; e (5) os tumores
estromais e vasculares. Destes 0s mais comuns em cées sdo os tumor das células de
Sertoli, Leydig e germinativas (KENNEDY et al, 1998).

Em humanos os tumores testiculares sdo responsaveis por la 1,5% das
neoplasias no sexo masculino e 5% dos tumores urol6gicos, com uma incidéncia
estimada de 3 a 10 novos casos por cada 100.000 homens/ano nos paises do mundo
ocidental (RODRIGUES et al, 2016), ou seja, uma baixa incidéncia, porém em ambas
as areas ainda existem controvérsias referentes aos tratamentos, etiologia e diagnostico
desta patologia.

Com o estudo da esteroidogénese observou-se que 0s receptores de estrogeno
sd0 responsaveis por aumentar a concentracdo espermatica da forma como eles entram
no epididimo, além de estarem envolvidos na regulacdo do transporte de fluidos
seminais no trato reprodutivo masculino, tendo portanto uma importancia fundamental
na reproducao dos cdes (HESS et al, 2001). Além destes efeitos ligados a reproducédo, a
esteroidogénese estd relacionada com a captacdo de célcio e proporciona um efeito
anabolico protéico estando relacionado a ganho de peso e eficiéncia alimentar
(KALTENBACH e DUNN, 1982).

A P450arom esta localizada no reticulo endoplasmatico liso das células
produtoras de estrégeno. Sendo esta um complexo enzimatico composto por dois
polipéptidos, o primeiro € um citocromo especifico P450 aromatase - o produto do Gene
CYP19 (SIMPSON et al., 2002) e o segundo é uma flavoproteina, NADPH-citocromo
P450 redutase e esta distribuida de forma ubiqua na maioria das células.

A acdo da enzima P450arom ocorre a partir do desdobramento de outras enzimas
esteroidogénicas. Nos machos tanto os andrdgenos quanto os estrégenos produzidos séo
importantes para manutencdo das fungbes reprodutivas, o primeiro é secretado
principalmente pelas células de Leydig por estimulacéo de LH, ja o segundo é o produto
resultante da esteroidogénese e é resultado da ligacdo de LH ao seu especifico receptor

que inicia uma cascata de eventos que inclui ativacdo da adenilil ciclase levando ao
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aumento da producdo de CAMP e ativacdo da proteina quinase dependente de CAMP,
este sinal aumenta a expressédo e atividade da proteina reguladora aguda esteroidogénica
(StAR), que proporciona o transporte do colesterol do exterior para o interior da
membrana mitocondrial, um passo importante para o inicio da esteroidogénese .

Em seguida, o colesterol é metabolizado pela enzima de clivagem da cadeia
lateral do colesterol citocromo P450 (P450scc)(cholesterol side-chain cleavage), a
pregnenolona que é seguida por mais metabolizacdo devido acdo enzimatica do
citocromol7a-hydroxylase/17,20-lyase  (P450c17), formando progestdgenos que
também sofre acdo do citocromo P450c17 dando origem aos andrégenos e para estes
serem catalisados € necessario a acdo da enzima P450arom , levando a formacédo de
estrdgenos (SANTOS, A.C 2012; E. OGAWA et al., 2017).

Uma vez que apenas um unico gene (CYP19) codifica a aromatase, uma ruptura
direcionada a este gene ou inibicdo de seu produto efetivamente elimina a biossintese de
estrogénio (SIMPSON et al.,2002). O principal androgeno produzido é a testosterona,
que é um hormdnio sexual muito importante para a espermatogénese, para a
diferenciacdo sexual durante o desenvolvimento embrionério, e para o controle da
secrecdo de gonadotropinas (SALOMAO, M.C. et al,2011).

O objetivo deste estudo foi detectar a imunolocalizacdo da  enzima
esteroidogénica P450arom e determinar um padrdo sérico de testosterona de acordo com
a classificacdo histopatoldgica do tumor, a idade dos animais e a relacdo da P450arom e

a carcinogénese.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os testiculos, também definido como gbnadas, sdo 0s 6rgaos sexuais primarios
masculinos que tém a fungdo de produzir espermatozoides e hormonios sexuais, estdo
situados na regido pre-pubica nos cédes e estdo circundados por um diverticulo do
abdome denominado de escroto ( NASCIMENTO E SANTOS, 1997).

O formato testicular varia de acordo com a espécie podendo ser de redondo a
ovalado e seu eixo longo € horizontal nos cdes. Cada testiculo apresenta duas
superficies, duas bordas e duas extremidades. As superficies medial e lateral sédo
convexas e lisas; a medial é relativamente achatada pelo contato com o septo do escroto.
A borda livre é ventral e convexa. A borda epididiméria é dorsal e quase reta, e é por
meio desta que a génada fica suspensa no escroto pelo funiculo espermartico (SISSON
E GROSSMAN, 1986).

A superficie testicular é recoberta pela tdnica vaginal que é uma tdnica serosa
que forma a camada visceral do envoltério seroso do corddo e do testiculo. Por baixo
desta cobertura serosa esta a tinica albuginea, uma capsula de tecido fibroso, branco e
denso, e fibras musculares lisas (HAFEZ, E.S.E et al, 2004).

O mediastino testicular é central e bem desenvolvido. Este emite septos de
tecido conjuntivo que dividem o testiculo em lébulos incompletos. Nestes estdo 0s
tibulos seminiferos ( Figura 1) que se apresentam como pequenos tubos revestidos
internamente por epitélio estratificado composto por duas categorias de células: células
de sustentacdo (Sertoli) e células espermatogénicas (germinativas) que incluem varios
tipos morfoldgicos distintos - espermatogdnias, espermatocitos | e Il, espermatides e
espermatozoéides ( HAFEZ, E.S.E et al, 2004).

Os tubulos esvaziam-se dentro da rede do testiculo no mediastino. Esta drena
nos ductos eferentes, que se unem para formarem a cabeca do epididimo. No intersticio
testicular encontram-se as células de Leydig responsaveis pela producédo de testosterona
(NASCIMENTO e SANTOS,1997).

A testosterona € o principal hormonio sexual produzido sendo importante para a
espermatogénese, para a diferenciacdo sexual durante o desenvolvimento embrionério e

fetal, e para o controle da secre¢do de gonadotropinas (SALOMAO, M.C. et al,2011).
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As células de Leydig, que sdo células intertisciais, secretam testosterona em resposta ao
horménio luteinizante (LH). A ativina e inibina sdo produzidas pelas células de Sertoli,
células que se encontram dentro dos tabulos seminiferos, e a testosterona exerce um
feedback na hipdéfise, controlando a secrecdo de gonadotropinas: hormonio luteinizante
(LH) e horménio foliculo-estimulante (FSH) (JOHNSTON ET AL., 2001).

Figura 1 - Fotomicrografia do parénquima testicular.

Fonte: Olivindo, 2017.
Legenda Figura 1 Fotomicrografia do parénquima testicular, coloragdo histoquimica HE, aumento de 40x.
Observamos células de Leydig circundadas de preto e células de Sertoli circundadas de verde.

No periodo de oito a dez dias apdés 0 nascimento do cdo, ocorre a migracdo
testicular para o escroto, esse processo se completa por volta dos seis meses de idade
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com o fechamento do anel inguinal. A localizacdo do testiculo no escroto é importante
para os fenbmenos termorregulatérios do mesmo e do epididimo, para que ocorra a
espermatogénese. A regulacdo da temperatura depende da acdo combinada do plexo
pampiniforme, do escroto, da tdnica Dartus e do musculo creméaster (WANKE E
GOBELLO, 2006).

Quando os mecanismos termorregulatorios ndo estdo adequados, os testiculos
continuam produzindos andrégenos, mas sao incapazes de produzir espermatozoides
normais, podendo sofrer tor¢des do corddo espermatico e de se tornarem neoplasicos
(CUNNINGHAM E KLEINT, 2009).

As células de Sertoli desempenham diversas fungdes como o suporte, protecédo e
suprimento nutricional dos espermatozoides em desenvolvimento, secre¢do do fluido
presente nos tdbulos seminiferos para transporte dos espermatozdides, fagocitose de
fragmentos citoplasmaticos resultantes das espermatides, barreira hematotesticular
protegendo as células da linhagem espermatogénica de substancias e agentes nocivos
presentes na corrente sanguinea (CUNNINGHAM; KLEINT, 2009), além da producéo
de hormdnio anti-mulleriano, glicoproteina que atua durante o desenvolvimento
embrionario na regressdo dos ductos de Muller nos machos e estimula o
desenvolvimento dos ductos de Wolf (SALOMAO et al,2011).

Enquanto as células de Leydig normais localizam-se no tecido intersticial entre
0s tubulos seminiferos, sendo também chamada de células intertisciais como ja
mencionado anteriormente, elas agem sob o efeito do LH, sintetizando diversos
hormOnios  androgénicos, incluindo a dihidrotestosterona, testosterona e
androstenediona (SABATINO; MYSORE, 2007).

As células germinativas sdo encontradas em diferentes fases nos testiculos,
sendo classificadas em espermatogbnias primarias e secundarias, espermatocitos
primarios e secundarios, espermatides e espermatozOides, 0 processo de
espermatogénese comeca a partir de uma célula germinativa primitiva, a
espermatog0nia, situada proxima a lamina basal do epitélio (CUNNINGHAM;
KLEINT, 2009).

As neoplasias sdo patologias encontradas com uma frequéncia crescente na
rotina da clinica médica e cirurgica veterinaria. Os tumores testiculares séo comuns nos
cdes, em 90% dos relatos em animais domésticos, onde 0 cdo € 0 mais atingido
(COSTA; 2016). A incidéncia real desta neoplasia ndo pode ser avaliada devido

diversos fatores, como a realizacdo de orquiectomia precoce, auséncia de exames
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histopatoldgicos e por em certos casos serem achados acidentais somente nas necropsias
(VEIGA et al., 2009). Porém o aumento da expectativa de vida e melhorias sanitarias
ttm como consequéncia uma maior probabilidade de desenvolverem neoplasias
(WITHROW, 2007).

A etiologia responsavel pelo surgimento das neoplasias ndo esta bem definida,
mas existe uma série de fatores relacionados com o aparecimento das mesmas, como: a
idade, na maioria das vezes compreendida entre os oito e dez anos, (ESLAVA,
TORRES, 2008), patologias, como o criptorquidismo uni ou bilateral, a exposicdo a
carcindgenos ambientais e a predisposicéo racial.

Segundo Argyle (2008) os Boxers, Pastores Alemaes, Weimaraners, Galgos
Afegdos e Pastores de Sheetland s&o racas com predisposicdo para neoplasias
testiculares. Ja os cdes da raca Teckel e sem raca definida (SRD) apresentam um risco
menor de desenvolvimento de neoplasias testiculares (COOLEY; WATERS, 2001).

Os tumores testiculares podem ser classificados de diversas maneiras. De acordo
com a sua origem celular podem ser tumores das células germinativas denominados de
Seminomas e teratomas; tumores do estroma e das células do cord&o testiculares ou
tubulos seminiferos, tumor das células de Sertoli, das células de Leydig e tumores
intermédios indiferenciados; tumores vasculares; tumores mesoteliomas e tumores
primarios multiplos (SCHAER et al, 2006). Os principais tumores testiculares em caes
sdo 0s seminomas, tumores das células de sertoli e de células leydig (ARAUJO et al.,
2006).

Os tumores de células de Sertoli, sdo os mais comum, originando-se a partir de
células de sustentacdo que se localizam nos tubulos seminiferos. Existe uma relacdo
estrita entre criptorquidismo e desenvolvimento de tumores de células de Sertoli em
animais jovens. Os tumores de Células de Sertoli sdo tipicamente firmes, lobulados,
com uma superficie branca a cinzenta e de consisténcia mole (MCENTEE, 2002). Na
maioria dos casos 0s tumores de Sertoli sdo benignos, e a taxa de metastizacao € inferior
a 10 % (SABATINO E MYSORE, 2007).

Os sertoliomas podem ser hormonalmente ativos e 0s cdes podem apresentar
sindrome de feminizagdo devido ao hiperestrogenismo. A sindrome paraneoplésica de
feminizacéo caracteriza-se pelo aparecimento de um conjunto de sinais como: alopécia
bilateral simétrica ndo pruriginosa, ginecomastia, galactorréia, prepucio pendular,
atrofia do pénis e do testiculo contra-lateral, alteracbes no comportamento sexual,

diminuicdo do libido, atragdo de outros machos, metaplasia escamosa da prostata e
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dermatite prepucial linear (LOPES, 2011). As primeiras alteracfes observadas em um
tumor de celulas de Sertoli funcional sdo as modificacfes da pele e pélo, com o
aparecimento de alopécia bilateral simétrica inicialmente na area genital estendendo-se
posteriormente cranio-dorsalmente, hiperpigmentacdo cutdnea e pélo facilmente
destacavel e microscopicamente a espessura da epiderme varia de normal a moderada
acantose, com derme fina, atrofia folicular e alteracdo das glandulas anexas (BORBIL E
CATOI, 2007).

O tumor das células de Leydig podem ser unilaterais ou bilaterais, solitarios ou
maultiplos no mesmo testiculo ou no oposto. Macroscopicamente, sdo capsulados,
permanecem no interior do testiculo, com tonalidade rosa a castanha-clara, com
tamanho normal ou aumentado podendo conter &reas de hemorragia (LOPES; 2011).

Séo tipicamente massas pequenas discretas e ndo palpaveis, pelo que muitas das
vezes sdo um achado acidental (MCENTEE, 2002). E o tumor testicular mais benigno e
usualmente ndo metastiza (MORRIS; DOBSON, 2001), a neoplasia das células de
Leydig pode estar associada ao aumento da producdo de testosterona bem como
alteracdes prostaticas e neoplasias das glandulas perianais (LOPES; 2011).

Os seminomas tém origem nas células germinativas (MORRIS; DOBSON,
2001). Geralmente sdo unilaterais e solitarios, macroscopicamente 0s tumores s&o
lobulados, firmes, ndo capsulados, com tonalidade branca a rosa (MORRISON, 2002).
Nos casos em gue 0s seminomas sdo hormonalmente ativos, ao contrario do que ocorre
nos sertoliomas, hd secrecdo de androgenos, sendo os sinais resultantes do
hiperandrogenismo, 0 aumento da prostata e o desenvolvimento de adenomas perianais
(ROBBINS, 2003).

O tratamento para os trés tipos de neoplasias descritos € a orquiectomia, sendo o
prognostico excelente, exceto os casos em que se desenvolvem metastases, onde nesses
casos o tratamento com quimioterapia e radioterapia é indicado (MORRISON, 2002).

Os hormonios esterdides sexuais sdo essenciais para o controle endocrino da
reproducdo nos vertebrados, sendo que muitas doencas e condi¢Ges que afetam a
fertilidade e a saude em geral sdo acompanhadas de aberra¢cBes no metabolismo de
andrdgenos e estrogenos, por isso muitas vezes sao anormalidades genéticas que afetam
as enzimas esteroidogénicas e o0s receptores de hormodnios esterdides sexuais
(NAKAMURA,; 2010).

O colesterol é o substrato para a esteroidogénese e ele é transportado para a

membrana mitocondrial por proteinas especificas. Na membrana mitocondrial interna o
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colesterol interage com a enzima P450scc transformando-se em pregnenolona. Esta é
transportada para o reticulo endoplasmatico liso ¢ por a¢do da enzima 3B3-HSD é
convertida em progestdgeno, que depois € transformada em androgenos
(androstenediona e testosterona) que é finalmente convertido em estrogeno (SANTOS,
2012).

Para que ocorra a catalise da pregnenolona a progestagenos e de progestagenos a
androgenos € necessario a acdo do complexo enzimaético citocromo P450cl7, j& para
catalisar andrdgenos a estrogenos € necessario a acdo da enzima P450 aromatase, sendo
que ambas devem estar acopladas ao NADPH citocromo P450 redutase para realizarem
a atividade enzimética (SANTOS, 2012).

Figura 2 - Esquema das vias de sintese de horménios esterdides sexuais

COLESTEROL

ﬂ P4505CC

PREGNENOLONA
3 -BETA HSD
P450c17
PROGESTERONA 17 OH PREGNENOLONA
P450c17
P450c17 3 -BETA HSD
17 OH PROGESTERONA DHEA (Dehidroepiandrosterona)
— ﬂ 17 BETA HSD
P450c17
- 3 -BETA HSD
W ANDROSTENEDIOL
AMNDROSTEMEDIONA |:[> TESTOSTERONA
PA50 AROMATASE | | 17 BETA HSD ﬂ P50 AROMATASE
S
ESTRONA  © :> ESTRADIOL
17 BETA HSD

Fonte: Olivindo, 2017

Como pode-se notar no esquema, todos os hormonios se originam do colesterol e
as enzimas esteroidogénicas, em negrito e sublinhado, sdo responsaveis pela
metabolizacdo destes hormonios.

Nos seres humanos as génadas sé@o as principais fontes de aromatase, em adultos

de ambos os sexos. Nos homens, a fonte de andrdgenos sdo as células de Leydig que
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estdo fora dos tubulos seminiferos. As células de sertoli expressam aromatase e converte
os androgenos testiculares em estrégenos (DORRINGTON J.H., 1975; BLAKEMORE
ET AL.; 2016). Uma vez que ambos os compartimentos do testiculo (Celulas de Leydig
e células de Sertoli) sdo auto-renovaveis ao longo da vida, os homens continuam a
secretar andrdégenos e estrégenos ao longo da vida, embora em taxas decrescentes com
a idade, na andropausa (TAJAR A. ET AL.; 2016).

A conversdo de andrégenos através da aromatase resulta na substituicdo de 100 a
1000 vezes a mais por moléculas de estrégenos. A conversdo de andrdgenos a
estrogenos pela aromatase tem efeito de : 1) remocdo dos androgenos, funcédo
importante para o crescimento das células granulosas uma vez que os andrégenos
induzem a atresia folicular e 2) a producdo de estrogénio, pois este induz os receptores
de FSH que impulsionam o crescimento das células da granulosa para assim determinar
0 que sera o (s) foliculo (s) dominante (s), além de manter a homeostasia da glicose e
0ssea (TAJAR A. ET AL.; 2016).

A placenta e as gonadas sdo as fontes primérias de aromatase. Antes da
puberdade e apds a menopausa 0 estrogénio surge principalmente extra-gonadal em
locais de conversdo periférica, como por exemplo o tecido adiposo, este é responsavel
por manter niveis baixo, porém suficientes de aromatase. O precursor dos andrdgenos
surgem dos ovarios, testiculos e cortex adrenal ap6s menopausa / andropausa (TAJAR
A.ET AL.; 2016).

Os tumores testiculares podem ser considerados hormdnio-depedentes ja que 0s
testiculos sdo uma unidade de proliferacdo celular, logo as enzimas que estdo
envolvidas no metabolismo e transporte dos hormonios esteroidais sdo de extrema
importancia no estudo da carcinogénese destes tumores (MONIQUE ET AL., 2003).

O estudo da enzima estereidogénica P450 aromatase é de fundamental
importancia para o melhor entendimento de uma possivel etiologia hormonal destes
tumores, ja que a conversao dos andrdgenos a estrogenos podem levar a correlagdo
clinica devido a sobre-expressdao desta enzima, além de uma biossintese local de
estrogénio que venha a auxiliar na carcinogénese. Assim como a dosagem sérica de
testosterona livre que é o principal hormonio produzido nos testiculos e por ser o
precursor para que ocorra toda a acdo enzimética da P450 aromatase, podendo
encontrar-se afetado.
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi detectar a imunolocalizacdo  da enzima
esteroidogénica P450arom e estabelecer uma correlacdo da mesma com a
carcinogénese, com os parametros clinicos e com 0s niveis sérico de testosterona para

os diferentes tipos de neoplasias testiculares encontrados em cées.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os niveis da imunolocalizacdo da enzima P450arom em tumores testiculares de
caes;

- Determinar um padr&o sérico de testosterona de acordo com a classificacéo
histopatoldgica do tumor/ idade;

- Correlacionar a imunomarcacao da P450arom e 0s niveis séricos de testosterona livre;
- Avaliar clinicamente todos os animais do estudo, antes da confirmacéo histopatoldgica

para o tipo de neoplasia presente.
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4 MATERIAIS E METODO

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo, processo de numero 4483140716.

Os animais utilizados no experimento foram de campanhas de castracdo
realizadas pela Prefeitura da cidade de S&o Paulo. Foram acompanhadas mais de 300
cirurgias, onde em média 126 foram cirurgias de orquiectomias. O grupo controle foi
formado por animais submetidos a procedimento de orquiectomia eletiva e com idade
superior a 4 anos. Ja 0s animais com suspeita de neoplasia testicular foram clinicamente
triados, avaliados e classificados para o estudo. Os animais eram adultos e sexualmente
maduros.

Foram realizadas coletas de amostras de sangue, antes do procedimento
cirurgico, obtidas por puncdo da veia jugular externa e armazenados em tubos,
previamente identificados com nome do animal, data da coleta e nimero da amostra.
Em seguida as amostras foram armazenados em caixa térmica com gelo e foram levadas
para o laboratério do Setor de Anatomia dos Animais Domésticos e Silvestres do
Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sdo Paulo/ Campus Capital, onde foram centrifugadas, de onde se
extraiu o soro que foi congelado e posteriormente enviado para o LAPAVET
(Laboratério de Patologia Veterinaria), para analise por especialista para realizar a
mensuracdo da testosterona livre por meio de um imunoensaio competitivo de fase
solida de enzimas quimio-luminosas, na qual foi utilizado o kit Total Testosterona no
equipamento Immulite ®, utilizando ciclos de Incubacéo de 1 x 60 minutos e tendo um
tempo de resultado no valor aproximado de 72 minutos.

As amostras de testiculos foram obtidas por prévia analise clinica por meio de
exame fisico, para identificacdo de possiveis alteracbes macroscopicas através de
palpacéo e secgdo longitudinal. Em seguida, quando os animais foram submetidos ao
procedimento cirurgico de orquiectomia, foram coletadas as amostras testiculares e

armazenadas em solucdo de fixacdo de formol 10% e Bouin, e estas foram enviadas
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para 0 LAPAVET para analise histopatoldgica, alem de armazenadas em nitrogénio
liquido para criopreservacdo do material para realizacdo do westernblotting.

A histologia e os testes de imunohistoquimica foram realizados no Laboratorio
de Estudos Morfologicos Aplicados a Biologia da Reproducdo (LEMABOR) do
Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ)
da Universidade de Sao Paulo (USP).

4.1 FIXACAO E PROCESSAMENTO DO MATERIAL TESTICULAR PARA
OBSERVACAO AO MICROSCOPIO DE LUZ

As amostras foram fixadas em solucdo de formaldeido 10% e Bouin e
posteriormente desidratadas em uma série de etandis em concentracdes crescentes (70%
a 100%) e diafanizadas em xilol, para posterior inclusdo em parafina (TOLOSA et al.,
2003). Esta etapa teve que ser testada em quatro tipos diferentes de protocolos quanto
ao tempo de cada amostra imersa nas solucdes.

O material que se encontrava em solucdo fixadora de Bouin foi previamente
lavado em alcéol antes do emblocamento e € importante relatar que os materiais ficaram
em média de 18 a 24 horas nas solucdes fixadoras utilizadas, antes de serem
emblocados.

O primeiro Protocolo testado foi feito com duracdo de 30 minutos em cada
solucdo de éalcool, passando uma hora em cada xilol e uma hora em Parafina | e
overnight em Parafina Il.

No segundo protocolo foi estabelecido o tempo de uma hora em cada solucgéo de
alcéol e parafina I, assim como também uma hora em cada xilol e ficando overnight na
parafina Il.

No terceiro protocolo testado deixamos uma hora em cada solucédo de alcdol e
deixamos mais tempo durante a fase de diafanizacdo, adotando 1 hora e 30 minutos para
cada Xilol, e deixamos as amostras em parafina | durante uma hora e em parafina Il
somente por 8 horas.

No quarto protocolo deixamos os materiais uma hora no alcéol 70%, 80%, 90%,
100% 1, porém no 100% Il deixamos somente 30 minutos, deixamos na parafina I

overnight e uma hora na parafina Il.
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As laminas feitas com o protocolo quatro foram as que mostraram melhor
resultado quando emblocadas, porém, ainda sim notava-se que o material encontrava-se
desidratado quando se fazia o corte em micrétomo, mesmo fazendo-se a hidratacao
prévia, com os blocos imerso em agua e colocados dentro da geladeira.

Foram obtidos cortes dos blocos de parafina com 5 um de espessura, em
microtomo Leica RM 2155, os quais foram corados em HE (Hematoxilina/Eosina). Em
seguida as laminas foram montadas com Entelan e laminulas para observacdo da
morfologia celular. A fotodocumentacdo microscépica foi feita através de um
fotomicroscopio Leica DM 2000.

Em seguida, foram estudadas as laminas pertencentes ao animal controle e as

demais enviadas para patologista animal.

4.2 IMUNOHISTOQUIMICA

Para técnica de imunohistoquimica foram utilizadas as amostras de tecido
testicular coletadas. O material fixado em paraformoaldeido 10% e bouin sendo incluido
em parafina por técnica anteriormente descrita e eleita.

Todos os cortes foram desparafinados e desidratados e, foi realizada a exposigéo
dos epitodos por fervura em tampdo citrato em microondas por aproximadamente 5
minutos em banho maria. A atividade de peroxidase enddgena foi extinta com peroxido
de hidrogénio a 3% em camara escura por 30 minutos e em seguida foi realizado o
blogueio com Proteinblock, soro de coelho normal (Spring, Fremont, CA).

As amostras de tecido testicular foram incubadas overnight com anticorpo
policlonal priméario (PMB1-250- Spring, Fremont, CA) contra citocromo P450
aromatase (anti-mouse, Santa Cruz Biotechnology, Santa Crus, CA, USA, na diluicédo
de 1:25). A imunorreatividade foi detectada usando anticorpo secundério biotinilado
anti-mouse (Simple Stain Mouse Max PO - Nichirei Biosciense In., Tokyo, Japan). As
laminas foram contra coradas com hematoxilina e montadas em solu¢do aquosa

montagem de midia.

Segundo o protocolo abaixo esquematizado ( Tabela 1):



Tabela 1 Protocolo utilizado para realizagdo da técnica de Imunohistoquimica

Procedimentos / Repeticao (X) Tempo
Reagentes

Desparafinizacdo em xilol 2 10 min

Fervura em tampéo citrato 3 5 min

Resfriar a temperatura 1 20 min

ambiente

Lavagem ICC+ Triton 1 5 min

LavagemICC+Triton 3 5 min

Anticorpo primario (Abcam) 1 16 horas
para cada uma das enzimas

esteroidogénicas

Anticorpo secundario 1 15 min

(Biosciense)

Solucédo amplificadora 1 15
(Spring)

Incubagdo com DAB (Spring) 1 5 min

Contra coloragdo com 1 1 min

Hematoxilina

Desidratagdo em alcoois 1 2 min
(70%, 90%, 100%, 100%)

Colagem com Permount da X X
laminula
Fonte : Conley,A.J. 2009 ; Assis-Neto, A.C., 2010.
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4.3 WESTERNBLOTTING

Foram utilizados os materiais criopreservados dos fragmentos testiculares em
nitrogénio liquido para a deteccdo de proteinas especificas. A extracdo e quantificacao
das proteinas seguiu com o fracionamento das amostras em um gel de poliacrilamida.
As proteinas foram transferidas para uma membrana e incubadas em uma membrana
com um anticorpo anti-aromatase para detectacdo da proteina especifica da P450arom.
Em seguida realizou-se a revelacdo da membrana para analise da imunodeteccdo da
P450arom.

Segundo o protocolo abaixo descrito :

Quadro 1 Protocolo de westernblotting utilizado no estudo

1. Extracdo e Quantificacdo de proteinas ( Extracdo de proteinas totais);

2. Preparacdo do gel 10% acrilamida;

3. Preparo das amostras, utilizando diluicdo de 30 foi adicionado a amostra adi¢do do

tampdo de amostra (5uL)e tampdo de lise;

4. As amostras foram pré-aquecidas a 93°C por 10 minutos em mixter, em seguida
foram centrifugadas e colocadas no gel;

5. A eletroforese em gel ocorreu utilizando tampao de corrida e fonte Bio-RAD, por 10

minutos a 70 volts e em seguida por 1 hora e 15 minutos a 120 volts;

6. Foi retirado o gel e colocado na membrana de nitrocelulose;

7. A transferéncia foi feita ap6s se colocar o papel filtro/membrana/gel, utilizando

maquina da Bio-RAD, a Trans-BlotTurbo, usando 25 volts, 1,0 ampere em 30 minutos;

8. Foi retirada a membrana e colocado o ponceau ( lavado em seguida com TBS-T -
0,1% tuin);

9. Apos retirada do excesso de ponceau foi recortada a banda equivalente a 55 kDa ,

banda de eleicdo para nossa proteina, e colocada na balanca;

10.Foram feitas 4 lavagens com TBS-T, no intervalo de cinco minutos cada;

11.Foi colocado o leite por 60 minutos para pré- blogueio, foi lavado em seguida e assim
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adicionado o anticorpo priméario (anti -aromatase ab 18995, da ABCAM) para incubacéo
overnight

12.Retirado o anticorpo primario, no dia seguinte, foram realizadas 4 lavagens com

TBS-T no intervalo de 5 minutos, cada.

13. Em seguida, foi incubado o anticorpo secundario ( anti-rabbit), por 60 minutos.

14. Ap6s incubagéo o anticorpo secundario foi retirado através de 4 lavagens com TBS-

T no intervalo de 5 minutos, cada.

15. A revelacdo foi feita na sequéncia utilizando o aparelho ( Fusion FX - Vilber

Lourmat) para escanear a membrana.
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5 RESULTADOS

A selecdo dos animais foi feita por meio da triagem, com a ficha clinica do
estudo, observamos que o0s trés animais com alteracdes morfoldgicas testiculares
identificadas (Figuras 3 e 4), dois apresentavam os dois testiculos, sendo um deles
ectopico, mas sem alteracdes escrotais e penianas e com os parametros fisioldgicos no
momento da avaliagdo normais, o terceiro apresentava os dois testiculos no escroto,

sendo que um deles estava aumentado de volume.

Figura 3 — Fotografia de animal (paciente 1N) com testiculo ectépico direito

Fonte: OLIVINDO, 2017.
Legenda: Paciente 1N em decubito dorsal , onde observa-se o
testiculo direito ectépico (indicado pela seta azul).



30

Figura 4 — Fotografia realizada durante o procedimento de castragdo evidenciando alteracdo morfolédgica

testicular do animal (paciente 3N)

Fonte: OLIVINDO, 2017.

Legenda: Paciente 3N em decubito dorsal, onde observa-se o testiculo
direito, aumentado de volume, ap0s incisdo do escroto
(indicado pela seta azul).

5.1 ANALISE CLINICA DOS ANIMAIS

As fichas clinicas dos animais foram examinadas e as seguintes infomargdes
individuais foram obtidas:

O cdo oncolégico 1 (1N) da raca Spitz Alemdo, 14 anos, pesava 5,4kg e
apresentava escore corporal normal, apresentou como queixa para consulta clinica a
queda de pelos e 0 aumento de tamanho do testiculo direito muito rapido, além de ser
ectépico (que estava no subcutdneo na regido inguinal). Foi relatado que o paciente

sempre apresentou otesticulo fora do escroto, e nos Gltimos meses verificou-se um
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crescimento muito rapido e acompanhado de uma secrecdo amarelada na regidao do
prepucio.

O cdo oncologico 2 (2N) da raca Pinscher, 12 anos, pesava 3,8 kg e escore
corporal normal, apresentou como queixa para consulta clinica o aumento do testiculo
direito (ectdpia direita),. Foi relatado que nos ultimos 5 meses, antes do exame, o0
paciente apresentava aumento significativo do testiculo direito. O testiculo ectdpico
apresentava uma consisténcia mais firme.

O céo oncologico 3(3N), sem raca definida (SRD), 11 anos de idade e pesava
6,3kg apresentava escore corporal normal, na ocasido da consulta clinica houve queixa
de aumento do testiculo direito. O testiculo apresentava consisténcia firme e escuro.

O céo controle 1 (1C) sem raca definida, 4 anos, pesava 5,8kg e escore corporal
normal, apresentou. O animal apresentava os dois testiculos dentro do escroto, simetria
bilateral, com mobilidade e consisténcia normais. O pénis e 0 escroto ndo apresentavam
alteracdes.

O céo controle 2 (2C) pinscher, 4 anos e 6 meses, pesava4,4kg e escore corporal
normal. Durante a consulta clinica o animal apresentava os dois testiculos dentro do
escroto, simetria, mobilidade e consisténcia normais. O pénis e 0 escroto ndo
apresentavam alteragdes.

O céo controle 3 (3C) sem raca definida, 5 anos , pesava 6,4kg e escore corporal
normal, apresentou os dois testiculos dentro do escroto, simétricos, com mobilidade e

consisténcia normais.O pénis e o escroto nao apresentavam alteracoes.

5.2 CONTROLE SERICO DA TESTOTERONA

A tabela 2 demonstram os valores da testosterona em cdes normais e com
neoplasia testiculares.

O céo oncoldgico 1 apresentou 101,90 ng/dL de testosterona, o cdo oncolégico
2 apresentou 158,40 ng/dL ,valores dentro da referéncia para a espécieque varia de 100 -
700 ng/dL, ja o cdo oncologico 3 apresentou 95,8 ng/dL. Os cdes controle 1, 2 e 3
apresentaram 42,9 ng/dL; 41,5ng/dL e 87,3 ng/dL respectivamente de testosterona

sérica.
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TABELA 2 Valores de Testosterona de cdes com neoplasia testiculares e controle

ANIMAL REFERENCIA
(100- 700 ng/dL)

CAO ONCOLOGICO 1 (IN) 101,90

CAO ONCOLOGICO 2 (2N) 158,40

CAO ONCOLOGICO3 (3N) 95,8
CAO CONTROLE 1 (1C) 42,9
CAO CONTROLE 2 (2C) 41,5
CAO CONTROLE 3 (3C) 87,3

FONTE: LAPAVet, 2017.
Legenda : Valores de testosterona encontrados nos pacientes do estudo.

5.3 O EXAME HISTOPATOLOGICO DOS ANIMAIS

5.3.1 TESTICULO DO ANIMAL NEOPLASICO 1N

No exame microscopico observou-se nos cortes histoldgicos corados em HE
duas formacGes neoplasicas distintas. A primeira com predominio intratubular e
focalmente extensa composta por células poligonais a arredondadas, com nucleo
redondo a oval e citoplasma basofilico e nucléolos evidentes. O pleomorfismo e o
indice mitdtico eram moderados e o estroma colagenoso e discreto. A segunda
proliferacdo também era focal e extensa, ndo encapsulada, densamente celular,
composta por células colunares a fusiformes alongadas organizadas em estruturas

pseudolobulares (delimitadas por faixas de tecido conjuntiva fibroso) de dimenstes
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variaveis, ou em folhetos difusos. As células dispdem-se em um padrdo de palicada,
paralelamente umas as outras com seus eixos longitudinais perpendiculares a membrana
basal. Nota-se pleomorfismo discreto a moderado e raras figuras de mitose ( Figura 4).

A conclusdo do laudo histopatolégico do cdo 1IN apontou uma neoplasia
testicular mista (seminoma intratubular e sertolioma).

Figura 5 Fotomicrografias do exame histopatoldgico do cdo 1N

Fonte: Olivindo, 2017.

Legenda: A - Fotomicrografia do testiculo na transigdo entre sertolioma e seminomaintratubular,
coloragdo histoquimica HE, aumento 4x; B - Fotomicrografia do testiculo na regido de sertolioma,
coloragdo histoquimica HE, aumento 10x; C - Fotomicrografia do testiculo na regido de
seminomaintratubular, coloracéo histoquimica HE, aumento 10x.
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5.3.2 TESTICULO DO ANIMAL NEOPLASICO 2N

As laminas histolégicos corados em HE apresentou um tecido densamente
celularizado células discretamente arredondadas a poliédricas com ndcleo grande e
rendilhado com um a dois nucléolos evidentes e citoplasma escasso. O arranjo das
células no espaco intratubular era sélido e o estroma moderadamente colagenoso.
Notou-se marcante pleomorfismo com anisocitose e anisocariose marcantes, mitoses
atipicas e células binucleadas. Observou-se um discreto infiltrado inflamatorio
linfocitico multifocal intralesional ( Figura 5). Os achados histopatol6gicos indicam

caracteristicas de um seminoma.

Figura 6 Fotomicrografias do exame histopatoldgico do cdo 2N

Fonte : Olivindo,2017.

Legenda : A - Fotomicrografia do testiculo com seminoma, coloragéo histoquimica HE, aumento de 4x, B
- Fotomicrografia do testiculo com seminoma, coloracdo histoquimica HE, aumento de 10x; C-
Fotomicrografia do testiculo com seminoma, coloragdo histoquimica HE, aumento de 40x.
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5.3.3 TESTICULO DO ANIMAL NEOPLASICO 3N

Na analise microscopica o tecido apresentou alta densidade celular e
crescimento expansivo. O tecido apresentou células poliédricas grandes exibindo
citoplasma moderado de bordos indistintos, nicleo redondo e cromatina frouxa com um
ou mais nucléolos evidentes. O espaco intertubular mostrava-se difuso, com pouco
colageno e vasos. Observou-se marcante pleomorfismo celular com anisocitose e
anisocariose. Foram observados frequentes figuras de mitose e células binucleadas.
Somam-se areas multifocais com presenca de infiltrado linfocitico e linfoplasmocitico
discreto intralesional.

Tendo como concluséo do cdo 3N um seminoma.

Figura 7 Fotomicrografias do exame histopatoldgico do cdo 3N

Fonte: Olivindo, 2017.

Legenda —Fotomicrografia do testiculo com seminoma, coloragdo histoquimica HE, aumento de 4x, B -
Fotomicrografia do testiculo com seminoma, coloragdo histoquimica HE, aumento de 10x; C-
Fotomicrografia do testiculo com seminoma, coloragéo histoquimica HE, aumento de 40x.
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5.4 ANALISES IMUNOHISTOQUIMICAS

Foi realizado a imunolocalizacdo da enzima esteroidogénica P450arom. Os
fragmentos fixado em Solucdo de Bouin apresentaram melhores resultados ( Figura 8).

Para confirmagdo da imunolocalizagdo da enzima P450arom no testiculo foi
utilizado tecido ovariano como tecido controle. Observou-se (Figura 8B) que as células
da granulosa e 6ocito apresentaram imunomarcacdo positiva e as células da teca
imunomarcacao negativa para P450arom.

A andlise das imunohistoquimicas testiculares dos animais utilizados como
controle 1, 2 e 3 ( 1C, 2C e 3C ) demonstrados na figura 8 mostraram imunomarcacgéo
positiva para células de Leydig e Sertoli.

As imunohistoquimicas testiculares dos animais com neoplasia 1 e 2 ( 1N e 2N)
demonstrado na Figura 9, apresentaram imunomarcacao positiva nas células de Sertoli e
Leyidg para a P450arom. Entretanto, no animal neoplasico 3 observou-se uma

imunomarcacao mais fraca e localizada quando comparado aos demais do grupo.
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Figura 8 Imunohistoquimica dos animais utilizados como controle

Fonte:Olivindo, 2017.

Legenda:Fotomicrografias das imunohistoquimicas dos animais utilizados como controle; 8B - Ovario
como Controle Positivo da imunoreacdo da enzima P450 aromatase, C.T. - Células da Teca e C.G.-
Células da Granulosa em 8C; 8F, 81 e 8L — Observamos as imunohistoquimicas testiculares dos animais
1C,2C e 3C respectivamente e a imunoreatividade positiva para P450 aromatase expressa pelas células de
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leydig circundadas de preto e imunoreatividade positiva para P450 aromatase expressa pelas células de
sertoli circundadas de verde.

Figura 9 Imunolocalizacdo da enzima P450 aromatase em diferentes tipos de neoplasia testiculares de

cdes

Controle Negativd Controle Positivo Controle Positivo

Testiculo - 1N Testiculo — 1N Testiculo - 1IN
S0 pm 20 pm |
Controle Negatijo Controle Positivo Controle Positivo

Testiculo — 2N Testiculo — 2N Testiculo - 2N
20 pym | S0 pm 20 prm |
N ontrole Negativd ontrole Positivo Controle Positivo

s’ Testiculo — 3N Testiculo= 3N I Testiculo — 3N
20 pym J' 50 prm 20 pm |

Fonte: Olivindo, 2017.

Legenda:Fotomicrografias das imunohistoquimicas dos animais neoplasicos, Figuras 9A, 9B e 9C séo
correspondente ao animal 1N que apresenta uma neoplasia testicular mista (Seminomaintratubular e
Sertolioma) onde observamos estruturas pseudolobulares delimitadas por faixas de tecido conjuntiva
fibroso de dimensdes variaveis, com presenca de imunoreatividade positiva para enzima P450 aromatase;
Figuras 9D, 9E e 9F sdo correspondentes ao animal 2N que apresenta um seminoma, com presenca de
imunoreatividade positiva para enzima P450 aromatase e as Figuras 9G, 9H e 9l referentes ao animal 3N
que apresenta um seminoma e observamos também imunoreativadade positiva para a enzima P450
aromatase, porém mais localizada ( setas azuis).
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5.5 ANALISE WESTERN BLOTTING

Observou-se a imunoreatividade positiva da enzima P450arom, como
observado na figura 7. Na Fig 7A temos o representativo e a analise densitométrica dos
niveis de proteina comparados com GAPDH. Os dados sdo expressos em unidades
arbitrarias obtidas analisando as bandas do intervalo 50 kDa - 75 kDa e utilizando o
software Grafpad.

Na figura 7B temos o ponceau da técnica, onde observamos todas as bandas
da técnica, em destaque observamos as bandas do intervalo 50kDa- 75kDa, pois foi o
intervalo do estudo para a expressdo e quantificacdo da enzima P450arom e a
enumeracao referente a cada animal do estudo (foi repetido com material do animal 1C
para preencher o gel).

Na figura 7C observamos a revelagdo das bandas 52kDa da enzima P450
arom, utilizando o aparelho Fusion Fx e o programa Icone-Vision para a detecgdo da
expressao da enzima nos grupos controle (1C, 2C e 3C) e neoplasicos (1N, 2N e 3N).
Relativo ao neoplasico, apesar da diferencas entre eles, o 1N apresentou maior

expressao em relacdo aos demais e 0 3N a menor expressao.

Figura 10 Imagens descrevendo etapas da técnica Westernblotting
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Fonte: Olivindo, 2017
Figura 10 AGréafico da quantificacdo da expressdo da enzima P450 aromatase; B Ponceau utilizado na
técnica ( Intervalo 50 - 75 kDa); C Revelagdo das bandas no intervalo estudado.
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6 DISCUSSAO

Uma das grandes preocupacdes em todo o mundo é o controle populacional de
caes abandonados nas ruas principalmente em grandes centros urbanos. No Brasil com
objetivo de garantir a seguranca e a saude publica para a populacao séo realizados, por
Orgdos governamentais ou ndo campanhas de castracbes com o objetivo de controlar a
populacéo de animais de rua.

No presente estudo acompanhamos 126 orquiectomias, durante as campanhas de
castracdo do municipio de Séo Paulo, apesar deste grande nimero de procedimentos
cirurgicos somente trés animais foram diagnosticados com neoplasia testicular.

No estudo observamos que somente 2,38 % dos animais apresentaram
confirmacéo para neoplasia testicular, ndo sendo portanto uma patologia comum para
este grupo amostral. De acordo com COSTA,T.R. (2016) 90 % dos relatos de casos de
tumores testiculares 0s cdes sdo os mais atingidos. NIELSEN e LEIN (1974) e
SANTOS et al (2000), os tumores testiculares sdo comuns em cées e incomuns em
outras espécies domésticas. Os tumores do trato genital sdo incomuns nos cédes, com
excecdo dos tumores testiculares e do tumor venéreo transmissivel, que sdo frequentes
(TVT) (MCENTEE et al., 1990).

Devemos levar em consideracdo que atualmente as medidas de controle
populacional e os cuidados com a sanidade dos animais de companhia estdo sendo mais
empregadas, sendo adotadas medidas preventivas com mais frequéncia que antes, como
por exemplo, as campanhas de castracdo ou mesmo as castracfes eletivas que muitos
animais sdo submetidos, evitando assim o desenvolvimento de futuras enfermidades,
como € o caso da neoplasia testicular.

Como observamos em nossos resultados, todos o casos confirmados tinham
idade superior a 10 anos. Segundo McENTEE (1990) os tumores de testiculo em cées
sdo comuns e ocasionalmente malignos ocorrendo com maior fregiiéncia em animais
com idade acima de cinco anos. Tumores testiculares foram diagnosticados em caes
velhos com uma idade média de 10 anos, contudo, com uma variacdo de trés a 19 anos
ARCHBALD et al, (1997).

No presente estudo observamos prevaléncia nos casos de seminoma, assim
como PETERS et al (2000) e THOME, H.E.; (2006) mostraram que ha uma incidéncia
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mais elevada de seminomas do que de tumores das células de Leydig e tumores de
celulas de Sertoli.

A correlacdo entre a localizagdo extra-escrotal do testiculo e o desenvolvimento
de tumor de células de Sertoli e seminoma estéo relacionadas a etiologia, apesar desta
ndo ser clara (NIELSEN e KENNEDY, 1990). Nos cées criptorquidicos tém-se 13,6
vezes maiores riscos de tumores testiculares do que os normais e animais com hérnia
inguinal tém 4,7 vezes aumentados os riscos de tumores testiculares, relata que em
estudos separados, 25% a 50% dos tumores de células de Sertoli e 17% a 31% dos
seminomas foram associados com criptorquidismo. Em contraste o tumor de células
intersticiais é  raramente  associado com um testiculo  extra-escrotal
(HERRON,M.A.;1983). Elucidando assim que animais criptorquidicos tem maior
probabilidade de desenvolverem neoplasia testicular, nos animais do estudo observamos
que dois dos trés animais eram criptorquidicos.

Os testiculos obtidos para o presente estudo foram analisados
macroscopicamente através de corte longitudinal e os que apresentaram alteracdes no
volume, coloragdo e consisténcia do parénquima foram imediatamente encaminhados
para analise histopatologica. De acordo com LUCAS et al.,, 2012 o diagndstico das
neoplasias testiculares é realizado por meio de fisico dos testiculos intraescrotais ou
ectopicos (Lucas et al. 2012).

Dos animais que foram diagnosticados com neoplasia testicular todos
apresentaram alteracbes no volume testicular e consisténcia, sendo pacientes
encaminhados para orquiectomia bilateral. Segundo Eslava & Torres (2008) este é o
tratamento de escolha, sendo ele com ou sem ablagao do escroto.

Em relacdo a dosagem sérica de testosterona, existem estudos que relatam que
sua concentracdao diminui a medida que a idade aumenta (aproximadamente 0,25 ng /
mL por ano), onde observa-se uma associagdo entre idade e testosterona em cées
machos com os valores mais altos durante um periodo de 2 anos, na faixa etaria de 2 até
4 anos de idade, seguido por um declinio constante. Sendo relatado que esta
concentracdo de testosterona mais alta ocorre no periodo que 0s machos estdo mais
propensos a desenvolver seu comportamento sexual secundario (SPOTES, S.; 2012)

Todos os cées da pesquisa apresentavam idade superior a 4 anos, justificando
assim todas as concentracGes sericas de testosterona encontrarem-se com valores
préximo do limite inferior da referéncia, como no caso dos cdes 1IN e 2N, ou

apresentarem concentracdes abaixo do valor de referéncia, como os demais animais do
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estudo. Desta forma, por se tratarem de animais adultos e com comportamento sexual
secundario ja definido, tais valores estdo de acordo com o que observamos na literatura
e descartamos assim a possibilidade de valores aumentados de testosterona e sua
correlagdo com a carcinogénese testicular dos casos estudados, ndo servindo assim
como um parametro diagnoéstico deste tipo de neoplasia.

A imunomarcagdo da enzima P450arom foi positiva nos animais controle ( 1C,
2C e 3C ) e nos neoplésicos ( 1N, 2N e 3N), embora em graus variados entre estes.
Sabe-se que a aberracdo na imunomarcacao positiva da enzima P450arom em humanos
e sua localizacdo em tecidos ndo especificos esta relacionada a ginecomastia e
precocidade sexual, tumores na mama, coOrtex adrenal, Utero, assim como nos
testiculares (CONLEY, A. et al 2001).

No entanto, a variacdo mencionada na imunoreatividade da enzima P450arom
dos animais com neoplasia testicular € explicada devido os mecanismos comuns que
medeiam a alta expressdo da aromatase em disturbios como o cancer, uma vez que
tecidos neoplasicos apresentam uma alta concentracdo de receptores de estrégenos.
Assim, aumentando a formacdo de estrdgeno como consequéncia da expressao da
aromatase. (BULUN et al., 1997; SHOZU et al., 2001).

Observamos que o animal controle 3C (87,3 ng/dL) apresenta uma dosagem de
testosterona maior em comparacdo aos demais animais controle o que pode explicar a
menor conversdo de testosterona em estrogenos neste animal, uma vez que a enzima
P450arom é a responsavel por tal conversdo. Na Figura 8K, pode-se notar uma menor
imunodeteccdo em comparacdo aos dos demais animais controle, em 8E e 8H.

Em testiculos de animais adultos, existe uma imunolocalizacdo positiva para
P450arom nas células de Leydig, que ativamente sintetizam o estradiol a uma proporcao
maior que a observada nas células de Sertoli em animais adultos (HESS et al, 2001).
Justificando assim a imunolocalizacdo positiva em ambas as células como podemos
observar no controle positivo testicular da figura 8. Em algumas espécies de
carnivoros como o guaxinim (Nyctereutes procyonoides) e o urso negro japonés (Ursus
thibetanus japonicus) existem uma imunoreatividade especifica para P450arom
nascélulas de Leydig, Sertoli e germinativas, e isso foi atribuido a sua reproducao
sazonal, influenciando desta forma a variagdo na imunolocalizacdo desta enzima,
(QIANG. WENG et al., 2012 e OKANO et al. 2003). Isso demonstra que o fato dos
testiculos dos cdes do presente estudo apresentaram imunoreatividade positiva nas

células de Leydig e Sertoli na fase adulta estando correlacionado a sua fase sexual.
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Os resultados do western blotting confirmaram os apresentados pela
imunohistoquimica, ja que foi possivel detectar a quantificagdo da P450arom em todos
os animais do estudo, apesar de o animal 3N apresentar uma expressdo mais fraca em
relacdo aos demais, porém este fato também foi observado na imunohistoquimica como
ja mencionado anteriormente. A técnica de western blotting é muito empregada para

entendimento de mecanismos de neoplasias (ZHANG et al., 2012).
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7 CONCLUSOES

A dificuldade em encontrar casos de neoplasia testicular em cdes comprovam
que este tipo de neoplasia ndo € comum na espécie, ja que atualmente a maioria dos
animais sdo castrados antes mesmo de atingir a idade adulta. A dosagem sérica de
testosterona evidenciou que os niveis de testosterona ndo sdo alterados nestes tipos de
neoplasias testiculares avaliadas no estudo, permanecendo em valores baixos ou
préximos do limite inferior da referéncia, ja que todos os animais do estudo ja tinham
atingido a maturidade sexual e tinham idade superior a 4 anos de idade.

A imunomarcagdo positiva revelou que tanto nos animais controle quanto nos
neoplasicos ocorreu a imunomarcacao positiva para a P450arom nas células de Leyidg,
Sertoli e células germinativas e isto foi confirmado atraves das analises de quantificacao

por western blotting.
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APENDICE A - FICHA CLINICA

Animal: Raca:

Proprietério
M.V.:
Idade:

Peso:

Escore Corporal : o normal o magro o caquético o obeso

Histéria Clinica

Animal de Origem Desconhecida oSim oNao

Exame Clinico

Temperatura °CEFC ppm FR mpm

Mucosas Linfonodos

Escroto o normal o alterado - 0 edema O eritema O dermatite O traumatismo

Ja apresentou algum problema? o ndo O sim qual

Preplcio o normal o anormal - 0 neoplasia o traumatismo O secrecio

Testiculos—N°o2o1 o0

Simetria O sim O ndo

Consisténcia 0 normal o flacido o firme

Mobilidade o sim 0 ndo

Presenca de estrutura anormal o sim o nfo

Epididimos —N°c2o0l1 00

Consisténcia 0 normal o flacido o firme

Pénis o normal o anormal - 0 neoplasia O traumatismo

HISTOPATOLOGICO
DOSAGEM HORMONAL

Sao Paulo, de 2017.



