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RESUMO

Os tumores mamarios caninos sdo os tumores mais comuns em cadelas e sdo de
grande relevancia na oncologia veterinaria. A metastase para o linfonodo regional &
fator prognostico que afeta negativamente o tempo de sobrevida dessas pacientes.
Nos tumores mamarios caninos existem poucos estudos que avaliam miRNA. Assim,
este estudo teve como objetivo identificar miRNAs desregulados na metastase de
carcinoma de mama em linfonodos, em comparagcdo com amostras pareadas de
tumores primarios mamarios caninos. Neste estudo pioneiro, o perfil de expressdo
global de miRNAs em amostras de carcinoma mamario canino e seus respectivos
linfonodos metastaticos foram avaliados usando a plataforma de microarray de alta
densidade da Affymetrix. Vinte e seis amostras de carcinomas mamarios
metastaticos (CMM) e 26 amostras de suas metastases de linfonodos regionais
(CMM_met) foram analisadas. Dez miRNAs (miR-199a-3p, miR-199b-3p, miR-205-
5p, miR-199a-5p, miR-195-5p, miR-152-3p, miR-497-5p, miR-27a-3p, miR-99a-5p e
miR-27b-3p) foram detectados como diferencialmente expressos (todos com
expressdo diminuida) no grupo CMM_met em comparagdo com seus tumores
primarios. O miR-205-5p apresentou o menor valor de fold change (FC = -27,03, P =
0,001), confirmado posteriormente por RT-qgPCR. A andlise in silico identificou 120
genes alvos regulados pelo miRNA-205-5p. A analise de enriquecimento de vias
revelou que esses genes participam de diferentes vias candnicas, como adesao
celular, ciclo celular, miRNA no céncer, via de sinalizacdo PI3K-AKT, p53 e adesédo
focal. Nossos dados indicam que assim como nos humanos, a regulagédo negativa
de miR-205-5p esta associada com a progressao metastatica nos tumores mamarios
caninos. Além disso, a regulagéo negativa do miRNA-205-5p em lesbes metastaticas
pode modular genes envolvidos em diversas vias relacionadas ao cancer. Estes
resultados podem orientar futuros estudos clinicos que avaliem este miRNA como

uma ferramenta progndéstica em neoplasias mamarias metastaticas em cadelas.

Palavras-chave: cdo, carcinoma, mama, metastase, miRNA
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ABSTRACT

Canine mammary tumors are the most common tumor in female dogs and shows
great relevance in Veterinary Oncology. Metastasis to the regional lymph node is a
prognostic factor that negatively impacts the survival time of these patients. In canine
mammary tumors there are few studies evaluating miRNAs expression. Thus, this
study aimed to identify deregulated miRNAs in lymph node metastasis in comparison
with paired canine mammary primary tumors. In this pioneering study, global miRNAs
expression profile in paired canine mammary carcinoma samples and their
metastatic lymph nodes were evaluated using the Affymetrix high-density microarray
platform. Twenty-six samples of metastatic mammary carcinomas (MMC) and 26
samples of their respective regional lymph node metastasis (MMC_met) were
analyzed. Ten miRNAs (miR-199a-3p, miR-199b-3p, miR-205-5p, miR-199a-5p, miR-
195-5p, miR-152-3p, MiR-497-5p, miR-27a-3p, miR-99a-5p and miR-27b-3p) were
detected as differentially expressed (all down-regulated) in MMC_met compared with
their primary tumors. The miR-205-5p, presenting the lowest fold change (FC=-27.03,
P=0.001), was further confirmed by RT-gPCR. In silico analysis identified 120 target
genes regulated by miRNA-205-5p. Enrichment analysis revealed that these genes
participate in different pathways, such as cell adhesion, cell cycle, miRNA in cancer,
PI3K-AKT signaling pathway, p53 and focal adhesion. Thus, our data indicate that
like in humans, down-regulation of miRNA-205 can be associated with metastatic
progression of canine mammary tumors. In addition, downregulation of miRNA-205-
5p in metastatic lesions can modulate genes involved in cancer-related pathways.
These results may guide future clinical studies evaluating this miRNA as a prognostic

tool in metastatic mammary gland tumors in dogs.

Key-words: dog, carcinoma, mammary, metastasis, miRNA



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais
INTRODUCAO

A prevaléncia do cancer em animais de companhia esta aumentando
(WITHROW,; VAIL; PAGE, 2013), estimando-se que um em cada quatro cées e
gatos virdo a oObito devido a doenca. Este aumento pode estar associado a melhoria
da saude e bem-estar, avangos na medicina veterinaria com aumento na expectativa
de vida e também no diagnostico das neoplasias (DOBSON, 2011). Além desses
fatores, é possivel que a populacdo de cées idosos também tenha aumentado, e
junto a isso, a frequéncia na rotina clinica de doencas inerentes a idade, como o
cancer.

Os tumores mamarios caninos sao os mais comuns em cadelas e de grande
relevancia na oncologia veterinaria. No Brasil, ja foi descrito que a incidéncia de
tumores malignos seja superior a 50% (OLIVEIRA et al., 2003; OLIVEIRA-FILHO et
al., 2010; TORIBIO et al., 2012). Porém, dados da literatura americana descreveram
que a incidéncia de tumores mamarios malignos em cadelas é maior que 50%
(SORENMO, 2003; SORENMO et al., 2013). E possivel que a variacdo da incidéncia
dessa neoplasia esteja associada a pratica de castracdo nos diferentes paises, ja
que a relacdo entre castracdo precoce e tumor de mama é relatada desde 1969,
quando foi descrito que cadelas castradas até o segundo cio tem menor risco de
desenvolver tumores de mama, com incidéncia variando de 0,5 a 8% de chance
(SCHNEIDER et al., 1969).

Na pratica clinica, em cadelas com tumores mamarios malignos, um dos
fatores prognosticos mais importantes € a deteccdo da metastase no linfonodo
regional (axilares ou inguinais), que pode conferir risco maior para a disseminagao
metastatica a distancia, afetando negativamente o tempo de sobrevida dessas
pacientes (SZCZUBIAL et al., 2011; SANTOS et al., 2013; DE ARAUJO et al., 2015;
CARVALHO et al., 2016). Baseado no estadiamento clinico, na presenca da
metastase em linfonodo, a paciente ja é classificada no estadio clinico IV de V,
sendo este de suma importancia como indicador de progndstico e na definicao
sequencial do tratamento (SORENMO et al., 2013).

A avaliagdo de marcadores moleculares também foi aplicada no estudo de

metastases de linfonodos de tumores mamarios caninos (DE MATOS et al., 2007,



BEHA et al.,, 2012). Porém, apesar da vasta literatura abordando os eventos
moleculares em carcinoma mamario humano e suas metastases linfonodais, em
carcinoma mamario canino ha escassez de estudos, principalmente avaliando o
perfil global de miRNAs em tumores primarios caninos e suas metastases.

Pesquisas j& constataram a expressao diferencial dos miRNAs ao comparar
células tumorais e células normais. Em alguns tipos de cancer, miRNAs especificos
apresentam niveis de expressao diferenciados desde a carcinogénese até invasao e
metastase. Os miRNAs podem agir tanto em oncogenes quanto genes supressores
de tumor colaborando com a formag&o tumoral em ambos os casos (DI LEVA et al.,
2014; REDDY, 2015).

Alguns estudos ja foram desenvolvidos em cées avaliando os niveis de
expressdo de miRNAs em hemangiossarcomas (GRIMES et al., 2016), leucemia
linfocitica crénica (GIOIA et al., 2011), melanomas (NOGUCHI et al.,, 2011;
STARKEY et al., 2017), carcinomas prostaticos (KOBAYASHI et al.,, 2017) e
neoplasias mamarias (BOGGS et al., 2008; VON DEETZEN et al., 2014; KROL et
al., 2014; LUTFUL et al., 2015; OSAKI et al., 2016; BULKOWSKA et al., 2017),
porém a avaliacdo do perfil global de miRNA em carcinomas primarios e sua

respectiva metastase nodal ainda néao foi relatada.

OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil global de miRNAs em carcinomas mamarios de cadelas e suas

metastases buscando identificar perfis de miRNAs associados a metastase.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Revisar 0 que a literatura atual relata sobre os miRNAs em cadelas com

neoplasias mamarias;

e Analisar o perfl de expressdo de miRNAs e identificar os mMiRNAs
diferencialmente expressos em carcinomas mamarios metastaticos de

cadelas e em seus respectivos linfonodos metastaticos;

e Selecionar os miRNAs candidatos envolvidos no processo metastatico e
confirmar os resultados pelo método de RT-gPCR.
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Concluséao

Considerando a alta casuistica de neoplasias mamarias de cadelas na rotina
clinica veterinaria e a importancia dos mMiRNAsS nos processos associados a
tumorigénese, revisamos o papel dos miRNAs no cancer com foco especial nas

neoplasias mamarias de cadelas, descrevendo resultados de estudos nesta espécie.
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CONCLUSAO

Identificamos a diminuicdo da expressao do miRNA-205-5p na metastase
de carcinoma de mama em linfonodo quando comparado ao carcinoma primario
de cadelas, resultado semelhante ao carcinoma mamario de mulheres no qual ja
houve descricdo do envolvimento deste miRNA na doenca metastatica.
Considerando que o tumor de mama € o mais frequente nas cadelas, este achado
pode contribuir para futuras pesquisas avaliando a progressdo metastatica em

cadelas com tumores de mama buscando fatores progndsticos e preditivos.
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