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Cromogeno DAB, contracoloracdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva de 40x.

Figura 7. Fotomicrografia de carcinoma sélido grau Il em cadela.
Observar marcacdo de receptores da lecitina UEA no
citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromoégeno DAB, contracoloracdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.

Figura 8. Fotomicrografia de neoplasia mamaria canina metastatica
em linfonodo. Observar marcacgao de receptores da lecitina
UEA no citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromogeno DAB, contracoloracdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.

Figura 9. Fotomicrografia mama sem neoplasia canina. Observar
marcacao de receptores da lecitina UEA no citoplasma de
células epiteliais (seta vermelha). Cromogeno DAB,
contracoloragdo Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.

Figura 10. Fotomicrografia carcinoma em tumor misto grau | em
cadela. Observar marcacgao de receptores da lecitina UEA
no citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromogeno DAB, contracoloragdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.

Figura 11. Fotomicrografia de carcinoma papilar grau Il em cadela.
Observar marcagdo de receptores da lecitina DBA no
citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromogeno DAB, contracoloragdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.

Figura 12. Fotomicrografia de carcinoma papilar grau Il em cadela.
Observar marcagdo de receptores da lecitina DBA no
citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromogeno DAB, contracoloragdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.

Figura 13. Fotomicrografia de neoplasia mamaria canina metastatica
em linfonodo. Observar marcacgao de receptores da lecitina
DBA no citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromogeno DAB, contracoloracdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.

Figura 14. Fotomicrografia de carcinoma tubular grau Il em cadela.
Observar marcacdo de receptores da lecitina PNA no
citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromogeno DAB, contracoloracdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.

Figura 15. Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto grau | em
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cadela. Observar marcacgao de receptores da lecitina PNA
no citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromoégeno DAB, contracoloracdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.

Figura 16. Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto grau | em
cadela. Observar marcacgéo de receptores da lecitina PNA
no citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromogeno DAB, contracoloragdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.

Figura 17. Fotomicrografia de carcinoma mamario metastatico em
linfonodo. Observar marcacdo de receptores da lecitina
HPA no citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromdégeno DAB, contracoloracdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.

Figura 18. Fotomicrografia de carcinoma papilar grau Il. Observar
marcacao de receptores da lecitina HPA no citoplasma de
células epiteliais (seta vermelha). Cromégeno DAB,
contracoloracdo Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.

Figura 19. Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto grau Il em
cadela. Observar marcacéo de receptores da lecitina HPA
no citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromégeno DAB, contracoloracdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.

Figura 20. Fotomicrografia de carcinoma tubular grau Il em cadela.
Observar marcacdo de receptores da lecitina HPA no
citoplasma de células epiteliais (seta vermelha).
Cromdégeno DAB, contracoloracdo Hematoxilina de Harrys.
Objetiva 40x.
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Vii

DETECCAO DE CONJUGADOS DE LECITINAS EM NEOPLASIAS MAMARIAS
PRIMARIAS DE CADELAS E EM METASTASES

RESUMO- Os tumores mamarios representam aproximadamente 52%, de todas as
neoplasias observadas em cadelas. Lecitinas sao proteinas naturais de origem nao
imune, que se ligam a carboidratos. Por existir um grande numero de lecitinas com
capacidade de ligagdo com diferentes carboidratos, esta versatil molécula tem sido
utilizada em diversos segmentos da pesquisa biolégica. O presente trabalho tem por
objetivo investigar, em tecido mamario canino, receptores das lecitinas UEA - Ulex
europaeus (carqueja), PNA - Arachis hypogaea (amendoim), HPA - Helix pomatia
(caracol romano) e DBA - Dolichos biflorus (faveira) presentes em tecido mamario
normal, em neoplasias mamarias e em metastases dessas neoplasias. Para tanto,
foram utilizadas 125 amostras de mama, classificadas de acordo com Cassali et al.,
(2011). Para a quantificagdo da frequéncia da marcacdo foram aleatoriamente
selecionados quatro campos por corte e estabelecido um valor para o percentual de
células marcadas, utilizando-se objetiva de 40x. Os resultados foram submetidos as
analises de variancia e a comparacao de médias pelo teste de Tukey (p<0,05). Para
a lecitina UEA, nao foi observada diferenca significativa entre nenhum dos tipos
histolégicos. Para PNA, foi observada menor marcacédo no carcinoma sélido grau I,
que diferiu significativamente dos demais tipos histologicos. Para HPA, observou-se
menor marcacdo do grupo carcinossarcoma, que diferiu significativamente dos
demais tipos histolégicos. Para DBA, houve menor marcacdo do carcinoma papilar
grau Il com relacdo aos demais tipos histolégicos. Na comparacdo das lecitinas
utilizadas no presente estudo, por tipo histolégico, ndo foi observado nenhum
padrdo. Quanto a formacao de glicoconjugados em estruturas celulares (tipo celular
e marcacao de membrana, citoplasmatica ou nuclear), as lecitinas UEA, DBA, HPA e
PNA nao revelaram diferencas ente si. As lecitinas UEA, DBA, HPA e PNA,
revelaram padrdo de marcacdo diferente entre tecido mamario sem neoplasia e
neoplasias mamarias caninas. As lecitinas UEA, DBA, HPA e PNA, nao revelaram
padrdo de marcacédo diferente entre os tipos histoldgicos de neoplasias mamarias
caninas. As lecitinas UEA, DBA, HPA e PNA, se revelaram menos marcadas em
focos metastaticos de neoplasias mamarias caninas que em tecido mamario canino
sem neoplasias e tecido mamario neoplasico de cadela. Com relacdo a quantidade
de marcacéo, as lecitinas PNA e HPA revelaram-se promissoras para a avaliagao
diagnéstica de neoplasias mamarias caninas. A formacdo de glicoconjugados de
PNA variou entre varios tipos histologicos e de HPA foi menor no grupo dos
carcinossarcomas. As lecitinas UEA e DBA revelaram marcagao muito semelhante
entre os tipos histolégicos de neoplasias mamarias caninas, metastases e tecido
mamario normal.

Palavras-chave: Tumor mamario canino, oncologia veterinaria, UEA, PNA, HPA,
DBA
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DETECTION OF LECTIN CONJUGATES IN PRIMARY BREAST NEOPLASMS OF
BITCHES AND METASTASES

ABSTRACT- Mammary tumors represent approximately 52% of all malignancies
observed in dogs. Lectins are natural proteins of non-immune origin which bind to
carbohydrates. Because there is a large number of lectins, with binding affinity for
different carbohydrates, this versatile molecule has been used in several segments of
biological research. The present study aims to investigate, in canine mammary
tissue, lectins receptors UEA - Ulex europaeus (gorse), PNA - Arachis hypogaea
(peanut), HPA - Helix pomatia (Roman snail) and DBA - Dolichos biflorus (horse
gram) present in normal breast tissue, in breast neoplasms and metastases in these
neoplasms. Thus, we used 125 samples of breast, classified according Cassali et al.,
(2011). To quantify the frequency of marking, four fields per section were randomly
selected and a value for the percentage of labeled cells was set, using a 40x
objective. The results were submitted to analysis of variance and comparison of
means by Tukey test (p <0.05). For lectin UEA, there was no significant difference
between any of histological types. For PNA, the lowest marking was observed in
solid carcinoma grade II, which differed significantly from other histologic types. For
HPA, a lower markup in carcinosarcoma group was observed, which differed
significantly from other histological types. For DBA the smaller markup was for grade
Il papillary carcinoma in relation to other histologic types. Comparison the lectins
used in this study for histological type showed no observable pattern. None of lectins
had more or less marking in all groups, marking or different histological types
between more and less aggressive. Lectins PNA and HPA have shown promise for
the diagnostic evaluation of canine mammary neoplasms. The formation of
glycoconjugates for PNA varied between different histological types and HPA was
lower in the carcinosarcomas. Lectins UEA and DBA labeling revealed to be very
similar between histological types of canine mammary tumors, metastases and
normal breast tissue.

Keywords: canine mammary tumor, veterinary oncology, UEA, PNA, DBA
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1. Introducéo

As neoplasias apresentam elevada incidéncia, tanto em humanos quanto em
animais, estas sdo indicada como uma das causas mais frequentes de Obito em
cdes e gatos (BALDIN et al.,, 2005). O diagnéstico e o tratamento do cancer
representam um dos maiores desafios na clinica veterinaria de pequenos animais. A
incidéncia de cancer em animais tem aumentado, também devido aos avangos nas
técnicas diagnosticas (DOBSON; GORMAN, 1988) e a longevidade crescente
destes animais (MORRISON, 1998). Os tumores mamarios sdo muito frequentes em
canideos. Correspondem a cerca de 25 a 50% do total dos tumores observados em
cées, atras apenas dos de pele (FIDLER, 1967; MOULTON, 1990). Segundo Dagli
(2008) os tumores mamarios representam aproximadamente 52% de todas as
neoplasias.

Diversos fatores tém sido relacionados ao progndéstico das neoplasias, entre
eles o tamanho, o envolvimento de linfonodos, a presenca de metastases distantes,
o tipo histoldgico, o grau de malignidade, o grau de diferenciacédo celular, a evidéncia
de infiltrado mononuclear adjacente ao tumor e a presengca ou auséncia de
marcadores que indiquem crescimento celular neoplasico (RUTTEMAN et al., 2001).

A utilizacdo dos marcadores tumorais na avaliacdo do progndstico do cancer
de mama tem crescido bastante nos dltimos anos. Muitos desses marcadores, 0s
guais foram inicialmente identificados por meio de estudos moleculares e
bioquimicos, podem agora ser localizados em cortes de tecido pelo uso da imuno-
histoquimica (OHASHI et al., 2006). Incluem-se nesta ampla categoria uma
variedade de marcadores, tais como: genes que atuam na proliferagdo celular
(proteinas c-erbB-2 e c-erbB-3), diferenciacao celular (ERa - receptor de estrégeno
a), gene pS2, receptor de progesterona (PgR), apoptose (gene de supressao
tumoral p53) e invasao celular (catepsina D) (RUDLAND et al.,, 2006). O uso de
proteinas que estejam presentes em diversos tecidos e que sejam relacionadas a
varios fenbmenos celulares teria substancial valor para a avaliagdo de fatores
relacionados ao diagnéstico (DODD e DRICKAMER, 2001).

Frente ao exposto torna-se interessante obter maiores informacdes e
identificacdo de possiveis imuno-marcadores tumorais para estabelecer

progndsticos mais precisos e possivelmente orientar opcdes de tratamento. Assim, 0



presente trabalho tem por objetivo investigar, no tecido mamario, receptores das
lecitinas UEA - Ulex europaeus (carqueja), PNA - Arachis hypogaea (amendoim),
HPA - Helix pomatia (caracol romano) e DBA - Dolichos biflorus (faveira) presentes
em glandula mamaria normal, em neoplasias mamarias e em metastases dessas

neoplasias.

2. Reviséo de Literatura
2.1.Neoplasias mamaérias caninas

Os tumores mamarios sdo as neoplasias mais frequentes na cadela e
representam problema de grande impacto em medicina veterinaria (CASSALI et al.,
2011). 75% dos tumores mamarios apresentam comportamento maligno
(HEDLUND, 2008) sendo verificado aumento na incidéncia com a progressdo da
idade. As metastases de tumores mamarios acometem preferencialmente os
pulmdes, devido ao intenso fluxo de sangue que passa por este 6rgdo (RUBIN;
FARBER, 2002).

A transformacdo neoplasica €é multifatorial, mas sabe-se que o
desenvolvimento de neoplasias mamarias em cadelas é dependente em grande
parte de horménios. Tanto é que a incidéncia de tumor de mama é de 0,5% quando
se faz a castracdo antes do primeiro cio, 8% ap0s o primeiro ciclo estral e 26% apds
dois ou mais ciclos (OLIVEIRA et al.,, 2003). No entanto, um estudo sistematico
realizado com base nas diretrizes de Cochrame, por Beauvais et al. (2012), ap6s
pesquisar entre 11.149 artigos em bases de dados, selecionou 13 estudos redigidos
em inglés, que abordaram a associagao entre idade de esterilizagdo e tumores
mamarios. Concluindo que, embora haja evidéncias de que a castracdo até 2,5 anos
esteja associada a reducédo de tumores mamarios, esta evidéncia € fraca, devido a
escassez de estudos publicados que abordem adequadamente a questéao.

As neoplasias mamarias caninas historicamente constituem um desafio para
clinicos e, principalmente, para patologistas, ja que a nomenclatura e classificacéo
desses tumores tém se revelado muitas controversas (ZUCCARI, 2008).

No Brasil, foi elaborada padronizacdo da classificacdo histolégica das
neoplasias mamarias caninas, durante o Encontro de Patologia Mamaéria:

Diagnéstico, Prognéstico e Tratamento das Neoplasias Mamarias da Cadela, em



2010, na cidade de Belo Horizonte-MG (CASSALI et al., 2011). Os diagnosticos para
tumores mamarios caninos malignos foram padronizados em carcinomas in situ;
carcinomas lobulares, carcinomas em tumores mistos; carcinomas complexos,
carcinomas tubulares; carcinomas papilares; carcinomas sélidos; carcinomas
micropapilares; carcinomas anaplasicos; carcinomas pleomorficos; carcinomas

MuCIiNosos e carcinomas ricos em lipideos.

2.2.Metéstases

O processo metastatico consiste em uma série de passos. A angiogénese € o
desenvolvimento de vasos para suprir as necessidades metabdlicas do tumor
primario. Esse aporte, também pode ser utilizado como uma rota de escape para
células neoplasicas adentrarem a circulagdo. Células tumorais, também adentram a
circulacdo indiretamente via vasos linfaticos. Essas células precisam sobreviver
dentro da circulacdo para chegar a um novo Orgao, podendo extravasar da
circulagdo para o tecido adjacente. Uma vez nesse novo sitio, a célula deve iniciar e
manter crescimento para formar a micrometastase pré-angiogénica. Esse
crescimento deve ser capaz de sustentar a formacéo de novos vasos sanguineos, a
fim de formar a neoplasia visivel macroscopicamente (CHAMBERS et al., 2002).

Metastases em linfonodos regionais, sdo um passo inicial da metastase
distante e portanto, sdo consideradas como importante fator prognostico para o
tumor mamario canino. E um critério valido também para o tumor mamario humano.
Metastases nos linfonodos sdo geralmente seguidas por metastases distantes,
principalmente em pulméo, o que pode levar a morte do animal (KLOPFLEICH et al.,
2010).

2.3.Lecitinas

2.3.1. Historico

Lecitinas sdo conhecidas desde o século XIX. Tradicionalmente considera-se
gue foram descobertas por Stillmark em 1888, na Russia. Ao observar a toxicidade
de sementes de mamona (Ricinus communis), ligou essa toxicidade a ocorréncia de
um fator proteico hemaglutinante. Denominou-o ricina, tornando uma descricdo, em

plantas, de uma proteina com atividade bioloégica bem definida (GOLDSTEIN;



HAYES, 1978). Entretanto, Weir Mitchell, ja havia encontrado lecitinas em tecido de
serpente em 1860 (GABIUS, 2001).

Em 1919, James B. Summer obteve a primeira lecitina na forma cristalizada, a
partir de sementes de Canavalia ensiformes, a Concanavalina A (ConA). Na década
de 1940, Rose M. Reguera e William C. Boyd relataram que certas sementes contém
aglutininas especificas para antigenos dos grupos sanguineos humanos.
Observaram que extratos de Phaseolus lunatus (feijjao fava) aglutinavam
seletivamente eritrocitos do grupo A e descreveram que, dentre extratos de
sementes de diferentes espécies, havia diversos com especificidade para grupos
sanguineos particulares (WANG, 2001).

Subsequentemente, as lecitinas foram essenciais na elucidacdo das bases
moleculares de grupos sanguineos especificos. Recentes avancos na quimica dos
carboidratos e estudos da ligacdo proteina-ligante mediados por lecitinas sao focos
de numerosas pesquisas, em particular, sua investigacdo no papel do
reconhecimento celular (AMBROSI et al., 2005).

2.3.2. Definicao

Lecitinas séo proteinas naturais de origem néo imune, que hidrofobicamente
se ligam de forma ndo covalente a carboidratos com caracteristicas apropriadas
(KENNEDY et al., 1995). Esta interacdo lecitina-acucar € especifica e de alta
afinidade, podendo ocorrer com carboidratos localizados nas superficies celulares,
como acgucares livres e, ainda, com a parte glicidica de glicoconjugados
extracelulares (LIS e SHARON, 1973; FREED, 1985). Estas proteinas provocam
aglutinacdo de forma seletiva para os diferentes grupos sanguineos humanos. O
termo lecitina prevalece, embora apenas algumas destas tenham capacidade
seletiva de hemaglutinacdo (AMBROSI et al., 2005).

A lecitina é composta por multidominios complexos, porém a atividade de
ligacdo, geralmente se d4 com um médulo designado dominio de reconhecimento de
carboidrato (CRD). CRDs sao classificados em diversas familias estruturalmente
distintas, que desempenham funcdes especificas (DODD e DRICKAMER, 2001). A
especificidade de ligacdo da lecitina a carboidratos € definida por acucares simples

que mais eficientemente inibem a sua ligacdo (LOTAN et al., 1975). Esta ligacao



lecitina-acUcar € causada por combina¢fes de hidrogénios da proteina com grupos
hidroxilas do agucar (Figura 1), geralmente incluindo acoplamento de uma face
hidrofébica do agucar com o lado de aminoacido aromatico das cadeias peptidicas
(WEIS e DRICKAMER, 1996).

R R
H— N' C C— —N— C OH
CH,OH

1l 1 I
HHD H D

Aminodcido Aminodcido &ﬂ\OH

hidrogénios da proteina OH H

HO ?1

hidroxilas do acucar

Figura 1. Representacdo esquematica da ligacao lecitina-acucar é causada por
combinac¢des de hidrogénios da proteina com grupos hidroxilas do agucar

Segundo Goldstein et al. (1980), a ligacdo a lecitina se d& por meio de
aglutinacdo celular e/ou precipitacdo de glicoconjugados, na presenca dos
sacarideos complementares apropriados. Os glicoconjugados, que sdo moléculas
ricas em carboidratos, participam de diversos fenbmenos celulares, tais como,
reconhecimento celular e adesao, inibicdo de contato e controle de crescimento
(YAMAKAWA & NAGI, 1978). Mudancgas nos carboidratos da membrana nuclear
refletem na formacdo e diferenciagdo da membrana celular, que ocorre durante o
fluxo dos constituintes do envelope nuclear, através do reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi para a membrana celular (HAKOMORI, 1984; FEIZE; CHILDS,
1985). Atualmente, a visualizacdo dos conjugados de lecitinas por fluorescéncia,
enzima, ou substancias eletro-densas, tem sido utilizada como reagente
histoquimico para identificar e localizar residuos de carboidratos especificos nos
tecidos normais e alterados (ALROY et al.,, 1984 A; ALROY et al., 1984 B). As
lecitinas desempenham um importante papel nas funcdes fisiolégicas dos animais e
a natureza das proteinas esta frequentemente alterada em condi¢des patologicas.



Por essa razdo, a marcacdo destas moléculas tem se mostrado uma importante

ferramenta no diagndstico das neoplasias (DAMJANOV, 1987).

2.3.3. Decodificadoras de glicocédigos

A combinacdo de diferentes moléculas de carboidratos (glicoproteinas e
glicolipidos), na superficie da célula, promove a maracagdo de maneira que a
mesma possa ser reconhecida de uma forma particular e ter um percurso definido
nos processos de reconhecimento, como: adesdo célula-célula, célula-matriz e
reconhecimentos especificos da célula por outra célula. Além disso, os carboidratos
sao reconhecidos como marcadores de diferenciacdo e como determinantes
antigénicos. As lecitinas podem ser consideradas como moléculas decodificadoras
de glicocddigos, reconhecendo os agucares responsaveis pelas funcdes de adeséo,
migracdo ou invasdo, uma vez que podem detectar diferencas ténues entre
estruturas complexas de carboidratos (NANGIA-MAKKER, 2002).

Desta forma, os glicocdédigos tém maior multiplicidade que os coédigos
inscritos nos nucleotideos ou aminoacidos que se interconectam linearmente. Quatro
aminoacidos diferentes podem formar 24 tetrapeptideos, enquanto quatro
monossacarideos  diferentes podem potencialmente produzir  35.560
tetrassacarideos diferentes (SMETANA; ANDRE, 2007)

As células neoplasicas usam os carboidratos como um mecanismo de escape
imunologico. Durante o processo de metastase os carboidratos envolvem-se em
interacdes celulares do tipo: célula tumoral-célula tumoral, célula tumoral-membrana
extracelular ou célula tumoral-célula endotelial (NANGIA-MAKKER et al., 2002).

2.3.4. Ocorréncia

As lecitinas estdo amplamente distribuidas na natureza, pois além de serem
detectadas em plantas, especialmente em sementes de leguminosas, ja foram
isoladas de todas as classes e familias de seres vivos: bactérias, virus, fungos,

liquens, peixes, moluscos e mamiferos (GABIUS; GABIUS, 1993).



2.3.5. Nomenclatura e classificacao

O nome de algumas lecitinas € dado a partir de suas caracteristicas
bioldgicas. A calreticulina é uma lecitina que se localiza no reticulo endoplasmatico e
na proteina sérica fixadora de manose, seu nome indica sua afinidade e localizacéo
(AMBROSI et al., 2005).

Para designar as lecitinas, utilizam-se trés letras, as duas primeiras derivam
do nome cientifico ou do nome vulgar em inglés do organismo de origem, a terceira
€ um “A” que provém do termo “aglutinin”. Se de um mesmo organismo foram
isoladas varias lecitinas, agregam-se numeros ou letras romanas. Como exemplos:
RCA-I, primeira lecitina isolada de Ricinus communis (mamoneira) e WGA, lecitina
isolada de “wheat germ” (gérmen de trigo) (SMETANA; ANDRE, 2007).

Muitas destas lecitinas detectadas em células animais podem ser agrupadas
em familias distintas que exibem similaridade quanto as propriedades estruturais e

de sequéncia de aminoacidos em suas cadeias polipeptidicas (Tabela 1).



Tabela 1. Classificacao das lecitinas animais de acordo com a estrutura

Familia de Lecitinas Exemplo Funcao conhecida
lecitina conhecidas
Tipo C >40 Selectinas Migracao de leucécitos atraves
do endotélio
175 k-Da Reconhecimento de antigeno e
apresentacao de galectina-1
Galectina 15 Galectina 1 Pré-apoptética e interacdo
célula-célula
Galectina 3 Antiapoptética e interacéo
célula-célula e célula-substrato
Tipo | >10 Singlecs Interacao célula-célula nos
sistemas imune e nervoso
Tipo P 2 46-kDa manose6- Alvo de enzimas lisossomais

proteina fosfato ligante

Pentroxinas 2 Proteina C reativa

Protec&o imune inata

(SMETANA; ANDRE, 2007)

2.3.6. Funcdes e utilizacao

Por existir um grande numero de lecitinas, com capacidade de ligacdo com

diferentes carboidratos, estas versateis moléculas tém sido utilizadas em diversos

segmentos da pesquisa bioldgica, tais como: tipificacdo de grupos sanguineos em

humanos, agente mitogénico e para detectar alteracdes durante a proliferacdo

celular (KENNEDY et al., 1995).

A acdao das lecitinas depende da conformacao estrutural e de seu tamanho. A

maioria delas necessita estar ligada a metais ibnicos divalentes. Tripsinas ou

carboidrases aumentam a atividade das lecitinas por facilitarem a aproximacdo com

seu sitio glicidico ativo. Outras propriedades, tais como, percentuais e sequéncias

de aminoacidos, ponto isoelétrico, peso e forma moleculares sao também
importantes para compreender seus efeitos (JANZEN et al., 1976; ZHU-SALZMAN;

SALZMAN, 2001).



A funcdo das lecitinas na natureza ainda ndo foi totalmente elucidada.
Especula-se que, em um mesmo organismo, as lecitinas possam exercer funcdes
especificas e distintas ou mesmo ter multiplas a¢des (JANZEN et al., 1976; ZHU-
SALZMAN; SALZMAN, 2001). Os virus da influenza e do polioma possuem lecitinas
gue se unem a moléculas de acido sialico das células animais, permitindo a adesao
e posterior ingresso nos tecidos. Bactérias como Salmonella sp e Escherichia coli
possuem lecitinas de superficie que intervém na patogenicidade por facilitar a
adesdo aos tecidos. O protozoario Entamoeba histolytica, também possui lecitinas
gue intervém no reconhecimento de células de mamiferos. No fungo Dictyostelium
discoideum, foi encontrada uma lecitina relacionada com a diferenciacdo celular
(ESKO, 2009).

2.3.7. Como marcadores de tecidos

As lecitinas podem ser utilizadas para identificar células que sao dificeis de
diferenciar com técnicas convencionais. Em alguns casos, substituem
procedimentos mais complexos e custosos como, por exemplo, a imuno-
histoquimica. Permitem que sejam realizados estudo retrospectivos, pois podem ser
utilizadas em cortes congelados e amostras fixadas em formol e incluidas em
parafina. Possuem nivel de especificidade maior que as outras técnicas de
coloracdo utilizadas para identificar carboidratos, como o Periodic Acid Shiff e o
Alcian Blue. Sua especificidade é tdo alta quanto a especificidade antigeno-
anticorpo, base das técnicas de imuno-histoquimica (Gimeno, 2012, informacao
pessoal*).

Em caes, estudos utilizando lecitina-histoquimica para identificar alteracdes
celulares neoplasicas, ja foram realizados em diversos tecidos, como: préstata
(ORGAD et al; 1984), pancreas (SKUTESKY et al; 1987), células endoteliais
cutaneas, linhagem megacariocitica (KOLBATZKY; HERMANNS, 1993), linfonodos,
timo, condrocitos, células espermatogénicas, adrenal, endotélio perianal e
endometrial, matriz extracelular de tecidos conectivos, leptomeninge (UCHIDA et al;
2001) e ducto renal (KOBAYASHI et al; 2008). Poucos estudos, no entanto, foram
realizados com neoplasias mamarias (EJURI, et al., 1999) e aparentemente nenhum

até o presente momento que comparasse neoplasias primarias e metastases.

Gimeno, E, R., Facultad de Ciencias Veterinarias — Universidad Nacional de La
Plata, 2012.
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pesquisas tém sido realizadas, ainda, com a utilizacdo da lecitina como forma
avancada de transporte de farmacos em um processo denominado latenciacdo, que
utiliza modificagdo molecular. Robinson et al. (2004) desenvolveram um sistema, a
que chamaram de LEAPT (Lectin-Directed Enzyme-Activated Prodrug Therapy).
Trata-se de um sistema de liberacdo bipartite, que explora o sistema enddégeno de
ligacbes de carboidrato a lecitina para internalizar o conjugado de enzima-
glicosilada, por endocitose, em células especificas e pré-determinadas. Em seguida,

€ administrado o pro-farmaco (conjugado substrato-farmaco), que € ativado pela

enzima pré-liberada no sitio de acdo desejado.

3. Objetivo

Investigar a formacéo de glicoconjugados das lecitinas UEA, PNA , HPA e
DBA em tecidos de glandula mamaria normal, neoplasias mamarias e metastases de
neoplasias mamarias, com o objetivo de verificar sua possivel utilidade na avaliacédo

diagnéstica de diferentes tipos histoldgicos de neoplasias mamarias caninas.

4. Material e métodos
4.1.Grupos experimentais

Foram utilizadas 125 amostras de tecidos, onde destas, sete eram mamas de
cadelas sem histérico de neoplasia (controle). Para o conjunto de neoplasias
mamarias e metastases foram utilizadas 118 amostras selecionadas do arquivo do
Departamento de Patologia Veterinaria (FCAV-UNESP, Jaboticabal). Todas as
amostras estavam incluidas em parafina.

O grau de malignidade em tumores de mama de cadelas foi proposto por
Misdorp (1999), associando as formagfes de tubulos, hipercromatismo, mitoses e
pleomorfismo nuclear, de acordo com a Tabela 2:

As neoplasias foram classificadas de acordo com os critérios do Consenso
em Neoplasias Mamarias (CASSALI et al. 2011). Assim, foram compostos 0s grupos
experimentais conforme apresentado na Tabela 3:
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Tabela 2. Caracteristicas utilizadas para classificacdo dos tumores mamarios das

cadelas conforme o grau de malignidade.

Caracteristicas Escores
1. Formacao de tdbulo: um ponto para formagédo de tubulos |1 2 3
bem marcada; trés pontos para pouco ou nenhum tubulo
2. Hipercromatismo e mitoses: um ponto se uma figura mitética |1 2 3
€ vista ocasionalmente; dois pontos se duas ou trés figuras
sdo vistas; trés pontos se 0 numero € alto
3. Tamanho e forma irregular do ndcleo: um ponto se 0s
ndcleos sdo proporcionais em tamanho e forma, trés pontos |1 2 3
quando o pleomorfismo € marcado
Grau de
Total do escore L
malignidade

3-5
6-7
8-9

Fonte: Misdorp et al., 1999

Tabela 3. NUumero de amostras de mama normal, neoplasias mamarias caninas

classificadas por tipo e grau histoldgico e metastases.

Grupo N° de amostras Tipo histologico

1 7 Grupo controle (Mamas sem neoplasia)

2 10 Adenomas

3 10 Carcinoma mamario padrao sélido grau |l
4 9 Carcinoma mamario padrao sélido grau ll
5 7 Carcinoma mamario padrao papilar grau |
6 8 Carcinoma mamario padrao papilar grau Il
7 7 Carcinoma mamario padrao papilar grau lll
8 8 Carcinoma mamario padrao tubular grau |
9 8 Carcinoma mamario padrao tubular grau Il
10 10 Carcinoma mamario padrao tubular grau I
11 9 Carcinoma em tumor misto grau |

12 9 Carcinoma em tumor misto grau Il

13 10 Carcinoma em tumor misto grau Il

14 6 Carcinossarcomas

15 10 Metastases
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4.2.Lecitina-histoquimica

Para a técnica de lecitina-histoquimica foram utilizadas as lecitinas
biotiniladas UEA- Ulex europaeus (carqueja), PNA- Arachis hypogaea (amendoim),
HPA- Helix pomatia (caracol romano) e DBA- Dolichos biflorus (faveira), de acordo

com a Tabela 4.

Tabela 4: Lecitinas biotiniladas utilizadas em tecidos de neoplasias mamarias,
tecidos mamarios normais e metastases com seus sitios de ligacao especifico.

Lecitinas Sitio de ligacdo Diluictes Procedéncia
biotiniladas gac ¢
UEA A-L-fucose 1:200 EY lab ref: 28091-7
PNA Galactosamina- 3 1:100 EY lab ref: 2882-2
HPA o N- 1:400 EY lab ref: 280823-2
acetilgalactosamina
DBA a-N- 1:400 Vector ref: 280823-1

acetilgalactosamina

Todas as amostras haviam sido fixadas em solugdo de formol a 10%,
tamponado com fosfatos, (pH 7,4) e processados rotineiramente até a inclusdo em
parafina. Cortes seriados de 4um de cada amostra foram feitos em micrétomo Jung
autocut 2055 e posteriormente, corados com Hematoxilina e Eosina ou submetidos
a lecitina-histoquimica.

Os cortes de tecido com 4um, foram desparafinizados em xilol, reidratados
em alcoois decrescentes e, entdo, incubados por trinta minutos em uma solucéo a
8% de peréxido de hidrogénio, em metanol absoluto, para bloqueio da peroxidase
endbégena. Na sequéncia, foi realizado tratamento pelo calor em panela de vapor
(steamer, Walita), utilizando-se a solucdo de citrato de sddio (pH 6,0). A seguir, 0S
cortes foram tratados com solucéo bloqueadora de reacao inespecifica (protein block
serum-free — numero de catalogo X0909 - DAKO Corp.). Ato continuo, os cortes
foram recobertos com as lecitinas biotiniladas na diluicdo 6tima previamente
padronizada e incubados a 4° C por 18 h. Em seguida, procedeu-se entdo a
incubacdo com o complexo streptoavidina/peroxidase, por 30 min (Kit DAKO L SAB+
System numero de catalogo K0690), a temperatura ambiente. A reacéo foi revelada

pelo substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB liquido DAKO numero de
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catadlogo K3466). A incubacdo com este substrato foi de aproximadamente 5min.
Seguiram-se a lavagem das preparacdes em agua destilada e a contracoloracéo
com hematoxilina de Harris (1-2 minutos). Entre todos esses passos, foi realizada a
lavagem das laminas por trés vezes em solucéo salina tamponada com fosfatos
(PBS) a 0,01M, pH 7,2, por 5min. Ao final as laminas passaram pela bateria
crescente de alcoois e xilois, foram montadas com balsamo do Canada e
observadas em microscopia de luz.

Como controle negativo, substituiu-se a solucdo de lecitina marcada por
diluente de anticorpo (Antibody Diluent with Background Reducing Components, ref.

S3022, DAKO) em todas as reacgdes lecitina-histoquimicas.

4.3.Avaliacdo do tipo celular, distribuicdo da marcacdo e contagem das
células marcadas

A observacao das células foi feita em microscopio de luz binocular acoplado
em equipamento para fotomicrografia digital (Nikon E200). Antes da contagem,
foram analisados o tipo celular marcado e a distribuicdo da marcacédo. Para a
guantificacédo da frequéncia da marcacao, foram aleatoriamente selecionados quatro
campos por corte e foi contado um total de 100 células entre as marcadas e as néo
marcadas, utilizando-se objetiva de 40x. Os resultados foram expressos em

porcentagem de células marcadas.

4.4. Andlise estatistica

Foram realizadas comparacgdes entre todas as lecitinas (UEA, PNA, HPA e
DBA) em cada tipo histolégico (Grupos 1 ao 15). Para cada lecitina, foram
comparados, todos os tipos histologicos (Grupos 1 ao 15) entre si.

Os resultados foram submetidos as analises de variancia e a comparacgao de
médias pelo teste de Tukey (p<0,05) (SNEDECOR e COCHRAN, 1974).
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5. Resultados

A ligacdo com o epitélio normal (glandula mamaria sem neoplasia) foi
relativamente uniforme para todas as lecitinas utilizadas no presente estudo, onde
foi observada marcacdo predominantemente em membrana e citoplasma de células
epiteliais. A ligacdo das mesmas lecitinas, no entanto, apresentou-se bastante
variada para as células neoplasicas, variando entre membrana, citoplasma e nucleo
de células epiteliais, células inflamatodrias, células endoteliais, fibroblastos, células
mioepiteliais e condrdcitos. Em foco metastatico, a marcacao foi predominante em
membrana e citoplasma de células epitelias, nucleo, membrana e citoplasma de

células inflamatorias (Tabela 5).
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Tabela 5. Estruturas celulares marcadas pelas Lecitinas UEA, DBA, HPA E PNA,
de acordo com o tipo histolégico de mama canina. CE= Células Epiteliais; Cl=
Células Inflamatodrias; CEn= Células Endoteliais; FB= Fibroblastos; MP= Células
mioepiteliais; CD= Condracitos.

UEA DBA HPA PNA

M C N M C N M C N M C N

Controle CE + + 0 + + 0 + + 0 + + 0

Cl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

CEn O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

FB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

CD 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Neoplasia CE + + + + + + + + + + + +
Cl + + + + + + + + + + + +
CEn + + + + + + + + + + + +
FB + + + + + + + + + + + +
MP + + + + + + + + + + + +
CD + + + + + + + + + + + +
Mestastase CE + + 0 + + 0 + + 0 + + 0
Cl + + + + + + + + + + + +

CEn O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

FB 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

CD 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Nas comparacdes entre as lecitinas e o0s tipos histoloégico, ndo foi observado
diferenca significativa entre nenhuma delas no grupo controle (Figura 2A). No grupo
adenoma, observou-se aumento da marcagdo na lecitina HPA em relacdo a PNA
(Figura 2B). No grupo carcinoma sélido grau Il, foi observado maior marcacéo da

lecitina DBA, diferindo significativamente de UEA e PNA, nesta analise, ainda
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observou-se que UEA diferiu significativamente de PNA (Figura 2C). No grupo

carcinoma solido grau lll, ndo foi observado diferenca significativa (Figura 2D).
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Figura 2. Médias do percentual de células marcadas (xdesvio padrdo) pelas
lecitinas:Ulex europaeus (UEA), Arachis hypogaea (PNA), Helix pomalia
(HPA) e Dolichos biflorus (DBA) nos grupos: (A) controle, (n=7), (B)
adenoma, (n=10), (C) carcinoma sélido grau Il, (n=10) e (D) carcinoma
solido grau lll, n=7), seguidas de pelo menos uma letra em comum nao
diferem pelo teste de Tuckev (p>0,05).

Para o grupo carcinoma papilar grau I, foi observada maior marcacao da
lecitina HPA, que diferiu significativamente de PNA e UEA (Figura 3A). No carcinoma
papilar grau Il, observou-se maior marcacdo de PNA que diferiu significativamente
de UEA (Figura 3B). No grupo carcinoma papilar grau Ill, ndo foi observado
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diferenca significativa (Figura 3C). No grupo carcinoma tubular grau |, nao foi

observado diferenca significativa (Figura 3D).
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Figura 3. Médias do percentual de células marcadas (xdesvio padrdo)
pelas lecitinas:Ulex europaeus (UEA), Arachis hypogaea (PNA), Helix
pomalia (HPA) e Dolichos biflorus (DBA) nos grupos: (A) carcinoma papilar
grau |, (n=7), (B) carcinoma papilar grau Il, (n=8), (C) carcinoma papilar
grau lll, (n=7) e (D) carcinoma tubular grau I, (n=8), seguidas de pelo
menos por uma letra em comum nao diferem pelo teste de Tuckey
(p>0,05).
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No grupo carcinoma tubular grau Il, foi observado maior marcacdo das
lecitinas PNA e DBA, que diferiram significativamente de UEA (Figura 4A). No grupo
carcinoma tubular grau Ill, observou-se maior marcacao da lecitina HPA que diferiu
significativamente de PNA (Figura 4B). No grupo carcinoma em tumor misto grau I,
nao foi observado diferenca significativa (Figura 4C). No grupo carcinoma em tumor
misto grau Il, observou-se uma maior marcacao das lecitinas HPA e DBA, que

diferiram significativamente de PNA (Figura 4D).
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Figura 4. Médias do percentual de células marcadas (xdesvio padréo) pelas lecitinas:
Ulex europaeus (UEA), Arachis hypogaea (PNA), Helix pomalia (HPA) e Dolichos
biflorus (DBA) nos grupos: (A) carcinoma tubular grau I, (n=8), (B) carcinoma tubular
grau lll, (n=10), (C) carcinoma em tumor misto grau I, (n=9) e (D) carcinoma em
tumor misto grau Il, (n=9), seguidas de pelo menos por uma letra em comum nao
diferem pelo teste de Tuckey (p>0,05).
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No grupo carcinoma em tumor misto grau lll, ndo foi observado diferenca
significativa (Figura 5A). No grupo carcinossarcoma, a lecitina DBA apresentou
maior marcacao, diferindo significativamente de HPA e PNA (Figura 5B). No grupo
metastase nao foi observada diferenca significativa (Figura 5C).
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Figura 5. Médias do percentual de células marcadas (xdesvio padrdo) pelas
lecitinas: Ulex europaeus (UEA), Arachis hypogaea (PNA), Helix pomalia (HPA) e
Dolichos biflorus (DBA) nos grupos: (A) carcinoma em tumor misto grau lll, (n=10),
(B) carcinossarcoma, (n=10), (C) metastase, (n=10), seguidas de pelo menos uma
letra em comum néo diferem pelo teste de Tuckey (p>0,05).

Na analise comparativa entre os grupos histolégicos, pode-se observar que
com a lecitina UEA, ndo foi verificada diferenca estatistica entre nenhum tipo
histoldgico (Figuras 7, 8, 9, 10 e Tabela 5). Na lecitina PNA, foi observada menor
marcacdo no grupo carcinoma solido grau Il, que diferiu significativamente dos

grupos carcinoma papilar grau Il, carcinomas tubulares graus I, Il e Ill, carcinoma em
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tumor misto grau | e metastase. O grupo carcinoma em tumor misto grau |, diferiu
significativamente também do carcinossarcoma (Figuras 14, 15, 16 e Tabela 5). Na
lecitina HPA, foi observado menor marcagdo do grupo carcinossarcoma, diferindo
significativamente dos grupos: controle, carcinoma solido grau Il, carcinomas
papilares graus I, Il e Ill, carcinomas tubulares graus | e lll, carcinomas em tumores
mistos graus |, Il e Il (Figuras 17, 18, 19, 20 e Tabela 5). Na lecitina DBA, foi
observada menor marcacéo (p<0,05) no grupo carcinoma papilar grau Ill em relacao
aos dos grupos carcinomas solidos graus 1l e Ill, carcinoma papilar grau |,
carcinomas tubulares graus | e Il, carcinomas em tumores mistos graus I, 1l e lll,

carcinossarcoma e metastase (Figuras 11, 12, 13 e Tabela 5).

Tabela 6. Valores médios! e desvio padrdo? das lecitinas Ulex europaeus(UEA),
Arachis hypogaea (PNA), Helix pomatia (HPA) e Dolichos biflorus (DBA),
comparadas entre as classificacdes histopatolégicas.

Classificagao UEA PNA S HPA DBA
Controle 753+ 74 A 65.6+ 11  ABC 82+ 5 A 78+ 9 AB
ADN 784+ 10 A 718+ 21 A8C 815+ 344 "8 79+11 "8
csli 755+ 78 A 94+12 C 854+ 9 A 89+ 4 A
CS i 735+ 52 A 635+ 17  ABC 80.2% 7 AB 81+ 7 A
CPI 487 " 729%43 M Rts P g5 "
CPII B:12 A 8+ 57 B 86+ 5 A 74+ 8 "8
CPII 767196 A 643+ 89  ABC 82+ 5 A 67+ 9 B
CTI 69+ 83 A 77+86 AP g5+ 12 A 85+ 5 A
CTII 664+ 86 A 845+ 12 A8 81+ 5 AB 82+ 4 A
CTll 678+ 83 A 767412 A8 86410 A 7547 AB
CTMI 744+ 12 A 845+ 11 A 88+ 4 A 86+ 6 A
CTM Il 775+ 55 A 647+ 19  ABC 87+ 5 A 88+ 7 A
CT™M Il 794 + 55 A 69.7+17 A8 83+ 7 A 87+ 5 A
CARCINOS 716+ 73 A 538+19  BC 63+22 B 83+ 5 A
MET 745+ 74 A 792+13 A8 88+ 4 A 84+ 4 A

1 Médias (n=125) seguidas de pelo menos uma letra em comum na coluna néo diferem pelo teste de
Tukey (p>0,05).

2 Desvio padrdo comparados entre as classificacdes histopatoldgicas;

3 Controle (C); Adenoma (ADN); Carcinoma Sélido grau | (CS II); Carcinoma Sélido grau lll (CS llI);
Carcinoma Papilar grau | (CP I); Carcinoma Papilar grau Il (CP Il); Carcinoma Papilar grau Il (CP III);
Carcinoma Tubular grau | (CT I); Carcinoma Tubular grau Il (CT II); Carcinoma Tubular grau Il (CT
Ill); Carcinoma em Tumor Misto grau | (CTM I); Carcinoma em Tumor Misto grau Il (CTM II);
Carcinoma em Tumor Misto grau IlI; (CTM Ill); Carcinossarcoma (CARCINOS) e Metastase (MET)



22

6. Discussao

No presente estudo, avaliou-se a deteccdo de conjugados das lecitinas UEA,
PNA, HPA e DBA em mama normal, neoplasias mamarias classificadas e graduadas
de acordo com o Consenso em Neoplasias Mamarias (CASSALI et al., 2011) e em
metastases de neoplasias mamarias. A gradacao histologica € controversa, segundo
Gilbertson et al. (1983), graduar uma neoplasia € uma das informacdes mais
importantes relacionadas ao tratamento para o veterinario clinico. Sem o grau
histoldgico a comparagéo entre resultados se torna dificil e praticamente impossivel
de obter conclusdes sobre as caracteristicas biolégicas dos diferentes tipos de
carcinomas mamarios. No entanto, num estudo realizado por Gerlinger et al. (2012),
foram coletadas amostras de varias regides de tumores de quatro pacientes com
neoplasia renal e avaliados mutacao e padrao de atividade genética e estrutural dos
cromossomos. O tumor principal revelou-se amplamente variado. Apenas um tergo
das mutacdes revelou-se comuns a todas as 14 amostras e um quarto delas, foram
encontradas em apenas uma amostra. Resultado que ilustra a diversidade presente
em cada tumor. A conclusao foi de que a andlise histopatoldgica representa uma
visdo local de uma paisagem ampla, uma vez que em diferentes regides do tumor,
podem ser encontradas caracteristicas associadas a prognosticos bons e ruins.

Com relacéo a ligacao de lecitinas as células epiteliais, diversos autores ja
descreveram 6rgados, espécies e idades especificas (COOPER, 1982; FISCHER et
al., 1984; KIVELA, 1987; MOORE, 1988; SKTELSKY, 1987). Estas diferencas estao
diretamente ligadas as diferentes técnicas utilizadas (tecido congelado, tecido
parafinizado, técnica de fluorescéncia, métodos diretos e indiretos), que variam em
habilidade e sensibilidade de reconhecimento de lecitinas. Por exemplo, a
intensidade de ligacdo de SBA e Con A, em tonsilas humanas hiperplasicas, reduz
em tecido parafinizado quando comparado ao congelado. Em tecidos parafinizados,
s6 é possivel a fraca marcacdo de células endoteliais de pequenos vasos e nao é
possivel a marcacdo das mesmas em artérias e veias. Além disso, para conclusdes
bioquimicas e estruturais, deve-se ter em mente que as lecitinas sdo definidas por
especificidade de ligacdo a monossacarideos definidos por teste de inibicdo de
hapteno. Torna-se evidente que a especificidade de lecitinas é muito mais evidente
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para oligossacarideos que monossacarideos, isto pode explicar, por que, em muitos
estudos, lecitinas com a mesma especificidade de monossacarideos, apresentam
diferentes padrdes de ligagéo.

A ligacdo com o epitélio normal (glandula maméria sem neoplasia) foi
relativamente uniforme para todas as lecitinas utilizadas no presente estudo, onde
foi observada marcacao predominantemente em membrana e citoplasma de células
epiteliais. A ligagdo das mesmas lecitinas, no entanto, apresentou-se bastante
variada para as células neoplasicas, variando entre membrana, citoplasma e nucleo
de células epiteliais, células inflamatorias, células endoteliais, fibroblastos, células
mioepiteliais e condrdcitos; refletindo a heterogeneidade destas células e os varios
graus de diferenciacdo das mesmas em diferentes tumores, bem como num mesmo
tumor. Resultado semelhante ao encontrado por Augustin et a. (1990) ao avaliar a
caracterizacao fenotipica de células endoteliais com lecitina-histoquimica.

A marcacdo de receptores de lecitina foi nitida, ndo havendo duvidas a

respeito do que estava fortemente marcado e ndo marcado (figura 6).

Figura 6. Fotomicrografia de carcinoma tunular grau Il em cadela.
Observar marcacédo de receptores da lecitina DBA no citoplasma de
células epiteliais (seta preta) e marcacdo de nuacleo de tecido
conjuntivo (seta vermelha). CromoOgeno DAB, contracoloracéo
Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.
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Nos tecidos normais e neoplésicos, observou-se um padrédo de coloracao
intensa e distribuido difusamente. Devido a intensidade de coloracdo observada,
optou-se por uma avaliagdo semi-quantitativa (estabelecimento de percentual de
células marcadas). Esse reforco de expressdo de glicoconjugados nao é
necessariamente devido a biossintese elevada, mas poderia também refletir a
sintese incompleta de cadeia de carboidratos. No foco metastatico observou-se
menor quantidade de marcacao para todas as lecitinas, o que pode ser devido a
perda de expressdao de (GalNac) N-acetilgalactosamina (HPA), (a-GalNac) a-N-
acetilgalactosamina (DBA), (1-3 GalNa) galactose B (PNA) e a fucose (UEA), perdas
estas, provavelmente ligadas as mudancas durante o processo de metastatizacédo. O
processo mestastatico consiste em uma série de passos, uma caracteristica comum,
€ que 0s passos exigem interacdes adesivas, muitos destes mediados por glicanos
de superficie celular e suas interagbes com proteinas de ligacdo de carboidratos
(lectinas). Glicanos séo construidos por enzimas glicosiltransferase em reacdes de
glicosilacdo. A glicosilacéo celular € um evento fundamental e tem sido demonstrado
gue orguestra 0s principais processos biologicos, incluindo a comunicagdo célula-
célula, sinalizacdo, transdugdo, dobramento de proteinas e estabilidade (VARKI,
1993; DWEK, 1995; WELLS et al, 2001). Em células de mamiferos, a transformacéao
oncogénica € muitas vezes acompanhada por um padrao de glicosilacdo alterada de
proteinas e lipidios e estes parecem ter implicacdes funcionais em potencializar a
disseminacdo metastatica de tumores (HAKOMORI, 1996). O grupo mestastase, no
entanto, ndo apresentou diferenca significativa para nenhuma das lecitinas testadas.

A glicosilagdo alterada das proteinas em células neoplasicas € um dos
processos responsaveis por anaplasia, invasdo e potencial metastatico. A
capacidade das lecitinas de se ligarem seletivamente a carboidratos, faz desta
proteina um marcador diferenciado para o estudo de células neoplasicas e
metastaticas (ARABI et al., 2010).

A lecitina Ulex europaeus (UEA), derivada da carqueja, se liga
especificamente a a-L-fucose e tem sido utilizada como marcador vascular em
tumores humanos, entretanto, a mesma é referida como um marcador pouco
especifico (ORDOFIEZ; BATSAKIS, 1984; PARUMS et al., 1990). Desta maneira, O
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presente estudo estd de acordo com os relatos anteriores, ndo foi verificada
diferenca significativa entre os tipos histolégicos dos tumores mamarios caninos. E
em desacordo com Castagnaro & Canese, (1991), que n&o observaram marcacgao
de UEA em nenhum tipo histolégico ao avaliaram a correlacdo entre expressao de
glicoconjugados celulares e maturacdo escamos ao utilizarem pele de cinco cées
machos sem histérico de neoplasia, cinquenta casos de carcinoma espinocelular,
cinco adenocarcinomas hepatdides perianais e quarenta carcinomas mamarios
sélidos, com e sem evidéncia de metaplasia escamosa.

A lecitina Arachis hypogaea (PNA) derivada do amendoim, se liga
especificamente a Gal- B- (1-3 GalNac). Na lecitina PNA, foi observada menor
marcacao do grupo carcinoma solido grau Il, que diferiu significativamente de outros
tipos histolégicos. A marcacdo dos carcinomas solidos se deu predominantemente
em membrana e citoplasma de células epiteliais. O carcinoma soélido é um tipo de
carcinoma comum em cadelas, sendo provavelmente uma forma mais avangada que
0S outros tipos, visto que é mais frequentemente observado quando os tumores se
desenvolvem por longos periodos de tempo sem intervencdo cirurgica.
Microscopicamente, observa-se uma proliferacdo de células epiteliais em arranjos
sélidos, formando corddes, lengdis ou agrupamentos (CASSALI et al., 2011).
Resultados semelhantes foram encontrados por Castagnaro & Canese, (1991), que
observaram em carcinomas mamarios solidos de cadelas, marcacao epitelial
citoplasmatica variando de moderada a intensa. O presente estudo obteve
resultados diferentes de Skultesky et. al., que ao avaliarem pancreas normais, com
nodulos regenerativos e neoplasias de caes e gatos com PNA, ndo observaram
diferencas de coloracao entre os tipos celulares avaliados.

A lecitina de caracol romano, Helix pomatia Agglutinin (HPA), se liga
especificamente a N-acetilgalactosamina (GalNac). No presente estudo, observou-
se que quando comparados os tipos histologicos entre si, HPA apresentou menor
marcagao no grupo carcinossarcoma, diferindo significativamente dos demais. O
carcinossarcoma € um padrdo histolégico caracterizado por apresentar
indiferenciacdo tanto no componente epitelial (carcinoma) como no mesenquimal
(sarcoma) e esta relacionado com pobre progndstico (CASSALI et al., 2011). Desta
forma, nossos resultados estdo de acordo com o estudo de Burchel et al. (2001),
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gue mostraram que as propriedades de marcacdo de lecitina em células
neoplasicas, especialmente em linhagens invasivas e metastéaticas, como relevantes
para avaliar alteracfes anaplasicas, refletindo o comportamento biologico diferente
destes tipos celulares. Futokomi et al. (1991), indicaram que as alteragbes
anaplasicas e as propriedades de marcacao séo alteradas simultaneamente.

A lecitina Dolichos biflorus (DBA), derivada da faveira, se liga especificamente
a a-N-acetilgalactosamina (a-GalNac). Quando avaliada a marcacéao da lecitina DBA
entre todos os tipos histoldgicos, observou-se menor marcagao do grupo carcinoma
papilar grau Ill, que diferiu significativamente dos demais tipos histolégicos.
Carcinomas papilares, por definicdo apresentam proliferacdo de células epiteliais em
padrdo papilifero ou arbéreo com um estroma fibrovascular central (CASSALI et al.,
2011). Sams et al. (1990), ao avaliarem anormalidades em marcacfes de lecitina em
polipose familiar e neoplasia ndo poliposa colo-retal hereditaria em humanos,
também observaram reducdo significativa da marcacdo de DBA em tecidos
neoplasicos. Atribuindo a diminuicdo a falha na sintese de oligossacarideos longos,
de maneira que restassem apenas cadeias mais curtas que nao terminavam com a-
GalNac.



Figura 7. Fotomicrografia de carcinoma soélido grau Il em cadela.
Observar marcacdo de receptores da lecitina UEA no citoplasma de
células epiteliais (seta preta). Cromégeno DAB, contracoloracdo
Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.

Figura 8. Fotomicrografia de neoplasia maméaria canina metastatica
em linfonodo. Observar marcacédo de receptores da lecitina UEA no
citoplasma de células epiteliais (seta preta). Cromodgeno DAB,
contracoloracdo Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.
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Figura 9. Fotomicrografia mama sem neoplasia canina. Observar
marcacao de receptores da lecitina UEA no citoplasma de células
epiteliais (seta preta). Cromoégeno DAB, contracoloracao
Hematoxilina de Harrys. Objetiva 20x.

Figura 10. Fotomicrografia carcinoma em tumor misto grau | em
cadela. Observar marcacdo de receptores da lecitina UEA na
membrana e citoplasma de células epiteliais (seta preta).
Cromogeno DAB, contracoloragdo Hematoxilina de Harrys. Objetiva
40x.
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Figura 11. Fotomicrografia de carcinoma papilar grau Il em cadela.
Observar marcacéo de receptores da lecitina DBA no citoplasma de
células epiteliais (seta preta). Cromégeno DAB, contracoloracéo
Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.

1

Figura 12. Fotomicrografia de carcinoma papilar grau Il em cadela.
Observar marcacdo de receptores da lecitina DBA no nudcleo e
citoplasma de células epiteliais (seta prta). Cromogeno DAB,
contracoloracédo Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.

29



Figura 13. Fotomicrografia de neoplasia maméaria canina metastatica
em linfonodo. Observar marcacdo de receptores da lecitina DBA na
membrana de células epiteliais (seta preta). Cromogeno DAB,
contracoloragdo Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.

-

Figura 14. Fotomicrografia de carcinoma tubular grau Il em cadela.
Observar marcacéo de receptores da lecitina PNA no citoplasma de
células epiteliais (seta preta) e no citoplasma de tecido conjuntivo
(seta vermelha). Cromégeno DAB, contracoloracdo Hematoxilina de
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Figura 15. Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto grau | em
cadela. Observar marcagdo de receptores da lecitina PNA na
mebrana de células epiteliais (seta preta). Cromégeno DAB,
contracoloracdo Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.

.

Figura 16. Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto grau | em
cadela. Observar marcacdo de receptores da lecitina PNA no
citoplasma de células epiteliais (seta preta). Cromdgeno DAB,
contracoloracdo Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.
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Figura 17. Fotomicrografia de carcinoma mamario metastatico em
linfonodo. Observar marcacdo de receptores da lecitina HPA no
citoplasma de células epiteliais (seta preta). Cromdégeno DAB,
contracoloragdo Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.

Figura 18. Fotomicrografia de carcinoma papilar grau Il. Observar
marcacado de receptores da lecitina HPA no citoplasma de células
epiteliais (seta preta). Cromdgeno DAB, contracoloracdo Hematoxilina
de Harrys. Objetiva 40x.
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Figura 19. Fotomicrografia de carcinoma em tumor misto grau Il em cadela.
Observar marcacdo de receptores da lecitina HPA na membrana de células
epiteliais (seta preta) e citoplasma de tecido conjuntico (seta vermelha.
Cromogeno DAB, contracoloragdo Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.

Figura 20. Fotomicrografia de carcinoma tubular grau Il em cadela.
Observar marcacao de receptores da lecitina HPA no citoplasma de
células epiteliais (seta preta). Cromoégeno DAB, contracoloracdo
Hematoxilina de Harrys. Objetiva 40x.
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7. Conclusoes

Quanto a formacéo de glicoconjugados em estruturas celulares (tipo celular e
marcacdo de membrana, citoplasmatica ou nuclear), as lecitinas UEA, DBA, HPA e
PNA néo revelaram diferencas ente si.

As lecitinas UEA, DBA, HPA e PNA, revelaram padrédo de marcacéo diferente
entre tecido mamario sem neoplasia e neoplasias mamarias caninas.

As lecitinas UEA, DBA, HPA e PNA, nao revelaram padrdao de marcacao
diferente entre os tipos histologicos de neoplasias mamarias caninas.

As lecitinas UEA, DBA, HPA e PNA, se revelaram menos marcadas em focos
metastaticos de neoplasias mamarias caninas que em tecido mamario canino sem
neoplasias e tecido mamario neoplasico de cadela.

Com relacdo a quantidade de marcacéo, as lecitinas PNA e HPA revelaram-
se promissoras para a avaliagcdo diagnéstica de neoplasias mamarias caninas. A
formacéao de glicoconjugados de PNA variou entre os tipos histolégicos e de HPA foi
menor No grupo Nos carcinossarcomas.

As lecitinas UEA e DBA revelaram marcagédo muito semelhante entre os tipos

histolégicos de neoplasias mamarias caninas, metastases e tecido mamario normal.
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