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Resumo

Os tumores mamarios da espécie canina prestam-se como modelos apropriados, e validos, ao
estudo da biologia do cancer. O estudo de marcadores prognosticos e preditivos no cancer tem
se mostrado efetivo na pesquisa e rotina diagnéstica. Dentre esses marcadores, destacam-se 0s
envolvidos no estresse oxidativo e alteracbes na capacidade antioxidante celular, que
desempenham papel fundamental na patogénese do cancer. A glutationa (GSH) é um dos
agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula, pois em conjugacédo
com as enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa S transferase pi (GSTpi)
desempenha um papel central na biotransformacéo e detoxificacdo de drogas quimioterapicas.
O objetivo deste estudo foi avaliar a expresséo da proteina GSH e das enzimas GSTpi e GSH-
Px por imunohistoquimica em tumores de mama em cadelas, a fim de inferir o seu valor
prognostico, e validar por analise molecular, verificando a resisténcia das células neoplésicas
ao guimioterapico, bem como o nivel de estresse oxidativo avaliado bioquimicamente pelo
malondialdeido (MDA), e a avaliagdo da atividade antioxidante total em equivaléncia ao
Trolox (TEAC) . As proteinas foram detectadas no tecido tumoral de 30 cadelas por
imunohistoquimica e quantificadas pela técnica de densitometria Optica. As médias
relacionadas a expressdao das proteinas foram estatisticamente comparadas com as
caracteristicas clinico-patoldgicas das cadelas. A expressdo dos genes glutamato cisteina
ligase (GCLC) e glutationa sintetase (GSS) que sintetizam a GSH e do gene GSH-Px foi
verificada por gPCR em células neoplésicas de mama cultivadas e submetidas ao tratamento
com doxorrubicina. A dosagem sérica do MDA e TEAC foi realizada em cadelas no momento
da cirurgia, um, seis e 18 meses ap0s a cirurgia e comparada com cadelas do grupo controle.
Os resultados mostraram que a alta expressdo da GSH pela técnica de imunohistoquimica
relacionou-se com auséncia de ulceracdo tumoral em cadelas (p<0,05) e que ndo apresentaram
metastase (p<0,05). Além disso, houve relacdo significante da maior sobrevida com o
aumento da GSH (p<0,05). No cultivo celular, houve diminuicdo na expresséo da GCLC e
GSS em células tratadas com doxorrubicina quando comparada com células ndo tratadas com
0 quimioterapico (p<0,05). No procedimento bioquimico houve aumento significante no nivel
de peroxidacdo lipidica dosada pelo MDA entre a primeira e a segunda coleta e entre a
segunda coleta e o grupo controle (p<0,05). A alta expressdo da proteina GSH no estudo
imunohistoquimico associou-se com caracteristicas de prognostico favoravel nas cadelas com
neoplasia maméria, relacionando-se inclusive ao maior tempo de sobrevida global. Assim, a
alta expressdo dessa proteina parece exercer um papel importante na protecdao contra células
tumorais e sugere-se sua utilizagdo como possivel marcador prognéstico de cadelas com
neoplasia mamaria. O tratamento in vitro com o quimioterapico doxorrubicina reduz
significativamente a expressdo dos genes GCLC e GSS, responsaveis pela sintese da GSH,
assim, podem ser considerados candidatos marcadores preditivos da resposta terapéutica ao
cancer de mama. O alto nivel de estresse oxidativo um més ap0s a cirurgia parece estar
relacionado ao processo de cicatrizagcdo com o envolvimento das espécies reativas de oxigénio
(ROS).

Palavras-chave: neoplasia mamaria, glutationa, marcadores progndsticos, estresse oxidativo
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Abstract

The mammary tumors of canine species lend themselves as models appropriate, and
valid, to study of cancer biology. The study of prognostic and predictive markers in cancer
have been proven effective in research and diagnostic routine. Among these markers include
those involved in oxidative stress and changes in antioxidant capacity, which play a
fundamental role in the pathogenesis of cancer. Glutathione (GSH) is one of the most
important agents of the antioxidant defense system of the cell because in conjunction with
glutathione peroxidase (GSH-Px) and glutathione S transferase pi (GSTpi) plays a central role
in the biotransformation and detoxification of drugs chemotherapy. The objective of this
study was to evaluate the protein expression of GSH and the enzymes GSH-Px and GSTpi by
immunohistochemistry in breast tumors of dogs in order to infer its prognostic value, and
prospective study to evaluate them by molecular analysis, verifying the resistance of cancer
cells to chemotherapy, as well as the level of oxidative stress assessed biochemically by
malondealdehyde (MDA), and the evaluating the total antioxidant activity equivalent to
Trolox (TEAC). The proteins were detected in tumor tissue of 30 female dogs by
immunohistochemistry and quantified by optical densitometry technique. The mean
expression of related proteins were statistically compared with the clinical- pathologic of the
bitches. The expression of genes glutamate cysteine ligase (GCLC) and glutathione synthetase
(GSS) that synthesize GSH and of GSH-Px gene was verified by qPCR in breast cancer cells
grown and subjected to treatment with doxorubicin. The serum dosage of MDA and TEAC
was performed in betches at the time of surgery, one, 6 and 18 months after surgery and
compared with dogs in the control group. The results showed that high expression of GSH by
immunohistochemical technique was related to the absence of tumor ulceration in bitches (p
<0.05) and showed no metastasis (p <0.05). In addition, there was a significant relationship of
increased survival with increased GSH (p <0.05). In the cell culture study, there was a
decrease in the expression of GCLC and GSS in cells treated with doxorubicin compared with
cells not treated with chemotherapy (p <0.05). In biochemical procedure was a significant
increase in the level of lipid peroxidation measured by MDA between the first and second
sample collection and between the second and the control group (p <0.05). The high protein
expression GSH in immunohistochemical study was associated with favorable prognostic
features in bitches with mammary neoplasia, relating even to longer overall survival. Thus,
high expression of this protein seems to play an important role in protecting against tumor
cells and suggest its use as a possible prognostic marker in canine mammary neoplasia. The in
vitro treatment with doxorubicin chemotherapy significantly reduces the expression of GCLC
and GSS, genes responsible for synthesis of GSH, thus can be considered candidates for
predictive markers of therapeutic response to breast cancer. The high level of oxidative stress
one month after surgery seems to be related to the healing process with the involvement of
reactive oxygen species (ROS).

Keywords: mammary neoplasia, glutathione, prognostic markers, oxidative stress
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ng micrograma

nl Microlitro

pm Micrémetro

°C Graus Celsius

ABTS 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-acido-6-sulfonico-diamonio
AFIP do inglés Armed Forces Institute of Pathology
BP do inglés base pare

BSA do inglés Bovine Serum Albumin

cDNA DNA complementar

Ct do inglés Cycle Threshold

CO, Formula quimica do géas carbonico

DAB Diamino Benzidina

DNA Acido Desoxirribonucléico

EDTA do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid

FAMERP Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto

G Grama

Glu Glutamina

GCLC Glutamato cisteina ligase
GSH Glutationa

GSS Glutationa sintetase

GSSG Glutationa dissulfeto

GST Glutationa S tranferase
GSTpi Glutationa S tranferase Pi
GO Glutationa oxidase

GSH-Px Glutationa peroxidase

GR Glutationa redutase

HE Hematoxilina-eosina

H,0, Férmula quimica do peroxido de hidrogénio
INCA Instituto Nacional do Céncer
IC Intervalo de confianca

kDa do inglés kilodalton



L Litro

MDA Malondialdeido

MDR do inglés Multiple Drug Resistance

mg Miligrama

M.O.D do inglés Mean Optical Density

mL Mililitro

mM Milimolar

NaOH Hidroxido de sodio

ng Nanograma

nm Nanometro

nmol Nanomol

mL Mililitro

OMS Organizacdo Mundial da Salde

OR odds ratio

OH" Foérmula quimica do radical hidroxila

Oy Foérmula quimica do anion superdoxido

PBS do inglés phosphate buffer solution

PCR do inglés polimerase chain reaction

RNA Acido ribonucléico

ROC do inglés receiver operating characteristic

ROS do inglés Reactive Oxygen Species

RPLS Proteina Ribossomal L8

RPS19 Proteina Ribossomal S19

S.E.M. Desvio Padrao

SH Grupo Sulfidrila

SOD Superdxido dimutase

TEAC do inglés trolox equivalente antioxidant capacity

TBA Acido tiobarbittrico

TNM Sistema de estadiamento clinico, T= tumor, N=linfonodo (do inglés node), M=
metastase

u.a. Unidades arbitrarias
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I. INTRODUCAO

O cancer de mama é uma preocupa¢do mundial, sendo esta, a neoplasia mais comum
entre as mulheres e a quinta maior causa de morte relacionada ao cancer. A Organizacao
Mundial da Saude estima que, por ano, ocorram mais de 1.050.000 casos novos de cancer de
mama em todo o mundo. Dados do Instituto Nacional do Cancer - INCA (2010) estimaram a
ocorréncia de 49.240 novos casos desse tipo tumoral para o ano de 2011.

As taxas de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas, pois a doenga ainda
é diagnosticada em estadios avangados. No Brasil, dados desde 1979 demonstraram que 0
cancer de mama é o que mais causa mortes entre as mulheres (INCA, 2003). Na populagao
mundial, a sobrevida média apds cinco anos de acompanhamento é de 61% e, apesar do
progresso nos ultimos 30 anos no diagndstico e tratamento, essa doenca ainda é responsavel
por quase meio milhdo de mortes por ano no mundo (SNOUSSI et al., 2010).

As neoplasias mamarias sdo ainda mais frequentes na espécie canina, sendo
responsaveis por aproximadamente 52% de todas as neoplasias nestes animais
(KLOPFLEISCH et al., 2010, AL-DISSI, et al., 2011) e 70% de todos os canceres na fémea
canina, variando de 41 a 53%, o carater maligno. A espécie canina, de fato, é a que apresenta
espontaneamente, a maior incidéncia de neoplasias mamarias dentre todos os mamiferos e,
quando comparada a mulher, apresenta trés vezes mais tumores mamarios (BRODEY et al.,
1983).

Os tumores mamarios em cadelas prestam-se como modelos apropriados, e validos, ao
estudo da biologia do cancer (SCHNEIDER et al., 1970; MOTTOLESE et al., 1994), assim
como para testes de agentes terapéuticos, jA que animais de estimacdo tém tumores com
apresentacdo histopatoldgica e comportamento biolégico similares aqueles que acometem o0s
seres humanos, além de semelhantes caracteristicas epidemioldgicas (MacEWEN, 1990;
PELETEIRO, 1994; ANDRADE et al., 2010). Além disso, 0s tumores de mama em cadelas
constituem um desafio para clinicos e, principalmente, para patologistas, uma vez que a
nomenclatura e classificacdo desses tumores tém se revelado muito dificeis e controversas,
impossibilitando h&d muito tempo, estudos comparativos entre os resultados de investigacao
reportados por diferentes pesquisadores (BRODEY et al., 1983; QUEIROGA,; LOPES, 2002).

Devido as muitas semelhangas compartilhadas por seres humanos e caes, € comum
utilizar cées e suas neoplasias para compreender melhor a patogénese dessa doenca. Seres
humanos e cdes também compartilham uma resposta semelhante a cirurgia e a esquemas de
quimioterapia (PHILLIPS; LEMBCKE; CHAMBERLIN, 2010).
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As condutas preventivas, apesar de validas tem valor questionavel na mulher devido a
variabilidade dos fatores de risco e as caracteristicas genéticas relacionadas a sua etiologia
(SNOUSSI et al., 2006). Na cadela, alguns aspectos ja estdo bem estabelecidos no
desenvolvimento da neoplasia mamaria: cdes de raca tém duas vezes mais chances de
desenvolverem tumores mamarios, a auséncia de receptores de estrégeno e progesterona e o
uso de contraceptivos, além de dieta impropria e idade avangcada aumentam as chances de
desenvolver a neoplasia. Por outro lado, sabe-se que a castracdo antes do primeiro cio reduz o
risco em até 90%; no entanto, o problema maior é a negligéncia dos proprietarios, que s
levam o animal ao especialista quando o nédulo j& tem grande diametro, diminuindo as
chances de tratamento e cura (QUEIROGA; LOPES, 2002).

As pesquisas em cancer tém avancado rapidamente nas Ultimas décadas, sendo
identificadas alteragdes genéticas associadas a tumorigénese, as quais conduzem ao processo
de transformagao de uma célula normal em uma célula maligna (HAHN; WEINBERG, 2002).
Assim, os fatores genéticos estdo cada vez mais sendo reconhecidos como contribuidores ao
risco de desenvolvimento do cancer de mama (SNOUSSI et al, 2006) e sdo
fundamentais para a melhoria da prevencao, diagndstico e tratamento destes tumores.

O céancer € um processo complexo que se desenvolve em varias etapas controladas por
perturbacbes genéticas como a ativacdo de oncogenes ou silenciamento de genes supressores
tumorais e descontrole de eventos epigenéticos que ocorrem dentro da célula. Além disso, tem
importancia crescente na atualidade, as influéncias do microambiente tumoral que relacionam
os fatores pro e anti-inflamatérios presentes (HAHN; WEINBERG, 2002; BAYLIN, 2005;
BARTEL, 2009; PIERCE et al., 2009). O padrédo de combinacdo dos genes mutados pode
revelar relagdes funcionais entre genes e cascatas que levam a tumorigénese, e até auxiliar na
identificacdo de alvos para o desenvolvimento de tratamentos clinicos mais efetivos.

A utilizacdo de parametros clinicos e patologicos com significado progndstico e/ou
terapéutico nesses neoplasmas, é um valioso campo para estudo na medicina veterinaria. A
alta incidéncia e a dificil resposta ao tratamento de cadelas com tumores mamarios tém
estimulado a busca de novos marcadores para deteccdo precoce de metéastases e melhor
prognoéstico (DERIN et al., 2007).

O estabelecimento do prognéstico e do planejamento terapéutico dos carcinomas de
mama baseiam-se no tipo e grau histolégico do tumor, bem como em outros parametros
clinicos e histopatolégicos, os quais consistem no sistema de estadiamento TNM (tamanho,
envolvimento linfonodal, metastase), ou seja, no tamanho do tumor, no comprometimento de

linfonodos regionais e nas metastases a distancia (PEDERSEN et al., 2004).
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Esses fatores podem ser utilizados sozinhos ou em combinagdo como marcadores
prognosticos para a verificagdo da sobrevida global, sendo capazes de gerar informacdes
importantes relacionadas ao comportamento clinico dos tumores de mama (RAKHA et al.,
2010). No entanto, muitas vezes ndo conseguem prever a evolucdo da doenca nem tampouco
a resposta ao tratamento quimioterapico. De acordo com Van’t Veer et al. (2005), 0s maiores
fatores preditivos para metastase, como comprometimento de linfonodo ou grau histolégico,
falharam em classificar os tumores mamarios em relacdo ao seu comportamento clinico.

O uso de marcadores prognosticos no cancer de mama é importante para a rotina de
diagndstico e pesquisa (ZUCCARI et al., 2011). Dessa forma, embora se trate de um
procedimento mais complexo, a avaliacdo da expressdo de um ou mais imunomarcadores de
progndstico apresenta-se como uma ferramenta mais Util e conclusiva (THOMAS; BERNER,
2000).

1. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo tem importancia na fisiopatologia de diversos tipos de cancer,
incluindo o cancer de mama, e ocorre em consequéncia a um distdrbio no equilibrio entre a
producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nas defesas antioxidantes (KASAPOVIC
et al.,, 2008). Quando a producdo excessiva de ROS sobrecarrega o sistema de defesa
antioxidante o estresse oxidativo é desencadeado. A consequéncia da instalacdo desse
processo € a perda das funcoes celulares que podem, em Ultima instancia, ocasionar a morte
celular. Além disso, 0 estresse oxidativo é conhecido por causar danos ao DNA e mutacdes
em genes supressores tumorais, eventos importantes para o inicio da carcinogénese (KANG,
2002).

Multiplas fontes enddgenas e exogenas geram ROS em células de mamiferos. Os
exdgenos incluem fontes de radiacdo, poluicdo atmosférica e uma ampla faixa de produtos
guimicos, enquanto fontes enddgenas incluem respiracdo mitocondrial, inflamacdo e
biotransformacdo metabolica provocando a reduc¢éo incompleta do O, (GUYTON et al., 1993;
LOFT et al., 2008).

Alguns fatores de risco associados ao cancer de mama podem exercer seus efeitos
através da geracdo de ROS, como o éalcool e seu metabolismo e fatores enddgenos e
hormonais (AMBROSONE, 2000). A producdo de ROS, como o radical anion super6xido
(O7) peroxido de hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OH"), sdo consequéncia natural da
respiragdo aerdbica no organismo (HUBER et al., 2008; BARREIROS et al., 2006).
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O radical OH" é o mais deletério ao organismo, sendo formado por dois mecanismos
principais: reacdo de H,O, com metais de transi¢do e hemdlise da &gua por exposicdo a
radiacdo ionizante. O ataque intensivo e frequente deste radical pode originar mutacfes no
DNA e, consequentemente, levar ao desenvolvimento de cancer no homem no periodo de 15 a
20 anos (BARREIROS et al., 2006; BERRA et al., 2006).

Mudangas no metabolismo oxidativo sdo comuns em células neoplésicas (HADZIC et
al., 2010). Normalmente, elas apresentam altos niveis de ROS, que podem ser intensificados
por tratamentos citotdxicos. Muitos farmacos podem produzir ROS como produtos diretos ou
indiretos de sua biotransformacéo no organismo (TOWNSEND e TEW, 2003).

A membrana celular é uma das mais atingidas pois a peroxidagdo lipidica acarreta
alteracBes na sua estrutura e permeabilidade. A fluidez da membrana relaciona-se a presenca
de cadeias insaturadas de fosfolipidios e colesterol e, danos desta camada lipidica, provocam
perda da seletividade na troca ibnica e liberacdo do contetdo de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomos, e também a formacdo de produtos citotoxicos (como o
malondialdeido) resultando em morte celular (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; MAFRA
et al., 1999).

Os agentes antioxidantes exercem papel fundamental na protecdo ao estresse oxidativo
e na detoxificacdo de drogas. Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem néo-
enzimaticamente a exemplo de glutationa (GSH) ou enzimaticamente, a exemplo da
glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa S transferases (GSTs) (BARREIROS et al.,
2006). Estudos revelaram que ha aumento significativo de GSH, GSH-Px e GSTs em células
de cancer de mama em relagéo ao tecido sadio (KASAPOVIC et al., 2008).

1.1. Glutationa (GSH)

A GSH é um tripeptideo constituido por residuos de glicina, cisteina e acido glutamico
e encontrado intracelularmente em altas concentrac6es, sendo o mais abundante tiol celular de
baixa massa molecular (HUBER et al., 2008). A sintese da GSH requer a acdo consecutiva de
duas enzimas: primeiramente a enzima glutamato cisteina ligase (GCLC) que conjuga o acido
glutamico e a cisteina formando a gama glutamil cisteina. Esse composto contendo a cisteina
com o grupo sulfridila (SH) é o responsavel pela atividade antioxidante da GSH. O segundo
passo consiste na ligacdo da gama glutamil cisteinil com a glicina pela enzima glutationa
sintetase (GSS) originando o tripeptideo gama-glutamil-cisteinil-glicina, conhecido como
glutationa (CARNICER et al. 2005; UCHIDA et al. 2010).
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Esse tripeptideo € considerado um dos agentes mais importantes do sistema de defesa
antioxidante da célula, pois em conjuga¢cdo com as enzimas GSH-Px e GSTs desempenha
papel central na biotransformacdo e eliminacdo de diversos agentes xenobidticos e
cancerigenos (KUMARAGURUPARAN et al., 2005; RAJNEESH et al., 2008).

O grupo SH da GSH € altamente polarizavel caracterizando-a como um bom
nucledfilo para reagbes com compostos quimicos eletrofilicos gerados por processos
oxidativos. Assim, exerce um importante papel em processos celulares como diferenciacéo,
proliferacdo e apoptose, e como resultado, distdrbios na homeostase dessa proteina estdo
envolvidos na etiologia e/ou progressdo de muitas doencas humanas, incluindo o céncer
(BALLATORI et al., 2009).

1.2. Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A GSH-Px possui selénio no seu sitio catalitico e utiliza a GSH como doador de
elétrons para reducéo de H,O, em H,O (VALKO et al., 2007; BALLATORI et al., 2009). A
inativacdo de um agente oxidante como o O, € inicialmente catalisada pela enzima
superoxido dismutase (SOD) formando H,O, o qual é convertido em H,O pela GSH-Px. Esse
processo resulta na conversdo da GSH a sua forma oxidada, glutationa dissulfeto (GSSG) e é
catalisado pela enzima glutationa oxidase (GO). As reacBes abaixo mostram 0 mecanismo

antioxidante com participacdo da GSH-Px.

Reagdo 1: 20, + 2H" 3P, H,0,+ O,

Reacdo 2: 2H,0, + 2GSH "X [ 2H,0 + GSSG + O,

Para que a atividade antioxidante da GSH seja mantida, a GSSG reconvertida a GSH
pela acdo da Glutationa redutase (GR). Em situagdes em que o sistema de 6xido-redugdo esta
integro, havera recuperacdo da GSH, entretanto, quando ha excesso de agentes oxidantes e/ou
deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o consumo de GSH e a producédo de
GSSG ocorrendo o estresse oxidativo (Figura 1) (PASTORE et al., 2003; VALKO et al.,
2006, HADZIC et al., 2010).
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Figura 1: Conversdo da glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela
acdo das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa oxidase (GO) e glutationa
redutase (GR). Adaptado de LEHNINGER, 2006.

A GSH-Px é uma proteina de 80kDa que é composta por quatro subunidades idénticas.
Cinco isoformas da GSH-Px sdo bem caracterizadas em mamiferos, e apresentam distribuicdo
tecido-especificas. AlteracGes nos niveis dessa enzima estdo associadas com algumas
doencas, como hepatite e HIV e diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de pele, rim,
intestino e de mama (TOWNSEND et al. 2003).

O alto nivel de GSH e/ou de GSH-Px aumenta a capacidade antioxidante, e essa
situacdo € observada em muitas células tumorais. Embora o mecanismo e a implicacdo dessa
mudanga ndo estejam bem definidos (BALLATORI et al., 2009), trabalhos recentes
demonstram que 0 aumento de antioxidantes no tecido mamario neoplasico confere a essas
células vantagens sobre as células do tecido sadio. Kumaraguruparan et al. (2005) sugerem
que 0 aumento dos antioxidantes no tecido mamario neoplasico é induzido pelo estresse
oxidativo. Resultado semelhante foi encontrado por Rajneesh et al. (2008), que demonstraram
niveis de ROS e antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos aumentados no plasma de
mulheres com cancer de mama em comparagdo com mulheres controle.

Quando ha diminuicdo das concentracdes intracelulares da GSH e/ou GSH-Px em

sistemas experimentais, observa-se 0 aumento da sensibilidade das células neoplésicas a
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radiacdo ionizante e a certas drogas quimioterapicas (HUBER et al., 2008). Portanto, a
presenca dessas proteinas em células neoplasicas pode caracterizar a baixa resposta a
tratamentos citotdxicos (VALKO et al., 2007). Além disso, essa sensibilidade esta sendo
explorada para uso clinico na terapia contra o cancer (HUBER et al., 2008).

Em contraste, alguns estudos demonstram que pacientes com céancer de mama
apresentam baixa atividade de antioxidantes enddgenos provavelmente pela grande
guantidade de ROS gerados em processos neoplasicos (KASAPOVIC et al., 2008,
KASAPOQVIC et al., 2010). Embora, 0os tumores mamarios caninos tem sido um objeto de
extensa pesquisa em todo o mundo, o status redox celular em carcinogénese mamaria canina
nao tem sido documentado (KUMARAGURUPARAN et al. 2005).

1.3. Glutationa S Transferase Pi (GSTpi)

A detoxificagdo enzimética de xenobioticos pode ser classificada em trés fases
distintas, porém estritamente relacionadas: fase I, Il e Ill. Nas fases | e Il, geralmente se
observa a transformacdo do xenobidtico em uma espécie que apresenta maior solubilidade em
agua e menor toxicidade. Na fase Ill, estes metabolitos sdo transportados para o exterior da
célula e entdo excretados (SHEWEITA e TILMISANY 2003).

As GSTs sdo uma familia de enzimas intracelulares da fase 1l de detoxificacdo que
catalisam a conjugacao de diversos compostos eletrofilicos a GSH (Figura 2), promovendo a
formacéo, na maioria das vezes, de metab6litos menos reativos e mais sollveis em agua, o
que faz com que sejam prontamente excretados pela urina, impedindo mutagdes no DNA das
células (MORAIS et al., 2008). Tais enzimas, geralmente se encontram no meio bioldgico
como homo ou heterodimeros, apresentando dois sitios ativos: um para a GSH que é muito
especifico para este tripeptideo, e outro com menor especificidade para 0s compostos
eletrofilicos (HUBER et al., 2008).
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Xenobidtico (X)

Glutationa (GSH)

Figura 2: Esquema da reacdo enzimatica catalisada pela Glutationa S Transferase. Adaptado
de TOWNSEND e TEW, 2003

As GSTs podem ser divididas em trés grandes familias: GST citossolica, GST
mitocondrial e GST microssomal. Baseada na similaridade da sequéncia de aminoacidos, seis
principais classes (designadas pelas letras do alfabeto grego) de GSTs citossélicas de
mamiferos sdo descritas: Alpha, Mu, Omega, Pi, Theta e Zeta (Tabela 1) (MORAIS et al.,
2008).

Tabela 1: Variacdo alélica das GSTs e correspondente localizagdo cromossémica em

humanos.

Classe Gene Localizagcdo cromossdmica

Alfa (a) GSTAL-5 6

Mu () GSTM1-5 1

Omega () GSTO1-2 10

Pi (n) GSTP1 11

Theta (0) GSTT1-2 22

Zeta () GSTZ1 14

A expressdo dessas isoenzimas estd diretamente relacionada com o potencial
individual de metabolizar substancias enddgenas e exdgenas, podendo influenciar no
desenvolvimento e progressdo do cancer de mama (HAAS et al., 2006). Diversos estudos tém
demonstrado que a expressdao dos genes que codificam as GSTs é usualmente maior em
células tumorais que em ndo-tumorais (IWAO-KOIZUMI et al. 2005; BAYET-ROBERT et
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al. 2009). De acordo com Chekhun et al. (2009) a expressdo das GSTs em células neoplasicas
de mama caracteriza a baixa capacidade de resposta a alguns agentes alquilantes.

O aumento da GSTpi encontra-se geralmente presente em células tumorais (colon,
pulmdo, ovario, mama, estdbmago, bexiga, rim, testiculo) e em altas concentrac@es (2-4 vezes
maior), quando comparada aquelas encontradas em células sadias de mesma origem. Essa
isoenzima é a principal classe das GSTs presente nos canceres de mama. Seu papel no
crescimento e progressdo tumoral é pouco conhecido, mas é relatada associacdo com o nivel
de RE expresso pelo tumor (BELLAMY e HARRISON, 1994; HUANG et al., 2003). Além
disso, a superexpressdo da GSTpi em tumores de mama tem sido relacionada com um mau
prognostico e parece estar diretamente relacionada ao desenvolvimento da resisténcia celular
a multiplos farmacos (MDR) (TOWNSEND e TEW, 2003; SU et al., 2003; HUANG et al.,
2003; CHEKHUM et al., 2009). Um estudo realizado por Huang et al. (2009) sugeriu que a
analise imunohistoquimica da GSTpi pode prever a resposta a quimioterapia em diversos
tipos de cancer.

MDR ¢ o termo utilizado para descrever um fendmeno caracterizado pela capacidade
de células tumorais apresentarem resisténcia simultanea a diferentes agentes quimioterapicos
estruturalmente e funcionalmente ndo-relacionados (SU et al., 2003).

O desenvolvimento de resisténcia as drogas ¢ um elemento chave no fracasso do
tratamento quimioterapico (TOWNSEND e TEW, 2003). De maneira geral, a MDR pode ser
classificada em duas categorias: resisténcia intrinseca manifestada no primeiro ciclo de
tratamento e vinculada ao processo original de transformacdo maligna da célula e, resisténcia
adquirida, encontrada ap6s exposicdo a agentes citotdxicos, possivelmente como um resultado
da selecdo de populacdes celulares tolerantes (HURBER et al., 2008).

O sistema enzimatico glutationa/glutationa S transferases (GSH/GSTs) é apontado
como um dos mais importantes para a MDR. Os mecanismos de resisténcia relacionados a
esse sistema envolvem principalmente: alteracGes nos niveis de GSH e/ou na expressdo dos
genes que codificam as enzimas envolvidas na sua sintese; alteracGes na expressao dos genes
que codificam as GSTs; e/ou alteracfes do transporte dos conjugados de GSH e compostos
reativos (HUBER et al., 2008). No ultimo caso, o aumento da eficiéncia do transporte dos
conjugados de GSH, ocorre como uma consequéncia do aumento de GSH e/ou do aumento da
expressdo dos genes que codificam os transportadores destes conjugados (TOWNSEND e
TEW, 2003).

Embora os estudos indiquem a possibilidade de elevar a eficacia da terapia anti-

tumoral com base no padréo de expressdo de proteinas associadas a resisténcia, o papel dos



Introducdo|34

antioxidantes como a GSH, e das enzimas GSH-Px e GSTpi nos variados mecanismos
associados & MDR ainda ndo é totalmente conhecido. Além disso, o valor progndstico dessas
proteinas em pacientes com cancer de mama e em cadelas com neoplasia mamaria apresenta
resultados controversos na literatura.

O reconhecimento da importancia do dano oxidativo ao DNA tem gerado grande
interesse no estudo das possibilidades e problemas relacionados a sua formacéao, avaliacdo,
prevencdo, reparacdo e consequéncias (LOFT et al., 2008) Além disso, a mensuracdo da
intensidade de dano oxidativo é essencial para o melhor entendimento dos mecanismos
etiopatogénicos do estresse oxidativo e seus efeitos moleculares (RIBEIRO et al., 2007).

O malondialdeido (MDA) é um aldeido de cadeia curta, sendo um dos compostos
medidos pela reacdo com o acido tiobarbitdrico (TBARS) e sua concentracdo tém sido
utilizada para estimar a intensidade da peroxidacéo lipidica em sistemas bioldgicos.

A peroxidacdo lipidica inicia-se com o sequestro do hidrogénio do &cido graxo
polinsaturado da membrana celular. Tal sequestro pode ser realizado pelo OH™ ou pelo LO™
(radical alcoxila), com consequente formacdo do L™ (radical lipidico). Na primeira etapa de
propagacédo, o L reage rapidamente com o O,, resultando em LOO™ (radical peroxila), que,
por sua vez, sequestra novo hidrogénio do acido graxo poliinsaturado, formando novamente o
L™ na segunda etapa de propagacdo. O término da peroxidacao lipidica ocorre quando os
radicais (L™ e LOO") produzidos nas etapas anteriores propagam-se até destruirem-se a si
préprios. Esse processo pode ser catalisado por ions ferro (FERREIRA e MATSUBARA,
1997).

Entre os ensaios por meio dos quais se afere a capacidade antioxidante total de fluidos
bioldgicos, destaca-se 0 TEAC, empregado para avaliar, in vitro, a capacidade antioxidante
total do soro ou plasma, medindo-se a capacidade dos antioxidantes presentes na amostra de
interesse em inibir a oxidagdo do composto ABTS (2,2’-Azino-di-[3-ethylbenzthiazoline
sulphonete]) (MILLER e RICE-EVANS, 1997). A quantidade de ABTS oxidado (ABTSe+) é
monitorada por leitura espectrofotométrica. A capacidade antioxidante da amostra de interesse
é expressa em relacdo a um composto soltvel em &gua, andlogo ao tocoferol (trolox), amostra
de referéncia. O resultado é expresso como equivalente de trolox por litro de amostra
(MILLER e RICE-EVANS, 1997).

Conforme literatura consultada, observa-se que a classificacdo das neoplasias
mamarias em cadelas € complexa e detalhada, mas ndo consegue prever a evolucdo da doenga
e o0 tempo de sobrevida do paciente com cancer, nem tampouco a resposta ao tratamento

quimioterapico e/ou hormonal. Atualmente, com a possibilidade do diagnostico
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imunohistoquimico e molecular dos tumores, por meio da utilizacdo de marcadores, 0
prognostico pode ser melhor avaliado e o valor preditivo deste diagnostico pode também
direcionar para possiveis marcadores genéticos dos tumores. Além disso, os marcadores
bioldgicos que aparentemente ndo tém um valor prognostico independente, em conjunto com
0s parametros clinico-patoldgicos, podem auxiliar na avaliacdo da resposta a evolucéo clinica

do paciente.
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Il. OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivo verificar o valor progndstico da proteina glutationa
(GSH) e das enzimas glutationa peroxidase e glutationa S transferase Pi, relacionando-as com
os parametros clinico—patoldgicos, evolucdo clinica e sobrevida das cadelas. Além disso,
avaliar o valor preditivo desses marcadores em resposta ao tratamento em cultivo primario de
células tumorais mamarias.

Especificamente:

e  Avaliar por imunohistoquimica, a expressdao da proteina glutationa e enzimas

relacionadas em tumores de mama de cadelas, a fim de inferir o seu valor prognoéstico;

e Validar os resultados alcancados em cultivo celular verificando a expressdo dos genes

que sintetizam estas proteinas apds agressao com o quimioterapico doxorrubicina.

e  Correlacionar bioquimicamente os resultados obtidos avaliando o nivel de estresse
oxidativo pela mensuracdo do malondialdeido (MDA) e a capacidade total antioxidante

equivalente ao Trolox (TEAC) em diferentes momentos ap6s a retirada do tumor.
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I1l. MATERIAL E METODOS

1. Consideracdes éticas

O presente estudo néo acarretou riscos fisicos as cadelas selecionadas, uma vez que
foram utilizados fragmentos tumorais de descarte do exame histopatolégico. Os proprietarios
foram informados dos objetivos da pesquisa, bem como das coletas sanguineas subsequentes e
assinaram o termo de consentimento informado (Anexo A). O médico veterinario responsavel
preencheu a ficha clinica do animal (Anexo B) e os dados foram plotados em tabela para
posterior correlagdo. O projeto foi aprovado pela Comissido de Etica na Experimentacio
Animal (CEEA) da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP (Protocolo
n° 3945/2009).

2. Caracterizacdo das amostras

Foram coletadas 10 mL de sangue periférico de 30 cadelas com neoplasia mamaria
(grupo teste) e 33 cadelas higidas (grupo controle), atendidas nas clinicas veterinarias de Sao
José do Rio Preto e regido durante os anos de 2009 e 2010 para realizagdo do teste
bioquimico. As coletas de sangue foram realizadas no momento da excisdo cirdrgica do
tumor, um més, seis meses e um ano apds a cirurgia. Destas mesmas cadelas foram colhidos
fragmentos tumorais para realizacdo da técnica de imunohistoquimica, cultivo celular e
diagnostico histopatoldgico, e estes foram classificados de acordo com Misdorp et al. (1999)
pela AFIP (Armed Forces Institute of Pathology). Os parametros usados para estadiamento
clinico estdo de acordo com o sistema TNM (tamanho, envolvimento linfonodal, metéstase)
estabelecido pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) para tumores mamarios caninos
(CASSALI et al.,, 2010, modificado). Os critérios de exclusdo para as cadelas do grupo
controle foram rigorosamente seguidos, tendo sido incluidas no grupo apenas cadelas em
anestro e diestro, sem histérico de doenca/inflamacdo e procedimento cirlrgico em periodo
proximo.

As cadelas do grupo teste foram avaliadas com relagdo as caracteristicas clinicas (raca
e idade), patolégicas (tempo de evolucdo tumoral — periodo relacionado ao aparecimento
tumoral até a excisdo cirtrgica, namero de noédulos, tamanho tumoral, grau histoldgico, status
linfonodal, estadiamento clinico, ulceracdo e vascularizacdo) e com a evolucdo clinica

(ocorréncia de metastase, recidiva local e 6bito). Com relagdo ao estadiamento clinico (TNM)
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(OWEN, 1980) foi estabelecido o tamanho tumoral (T) - T1: < 3cm - T2: entre 3 e 5cm - T3:
> 5¢m; o envolvimento linfonodal (N) - NO: sem envolvimento aparente - N1: envolvimento
unilateral - N2: envolvimento bilateral e presenca de metastase a distancia (M) - M0: sem
metastases evidentes - M1: metéstase a distancia incluindo linfonodos ndo regionais, sendo
classificados como 1, I, 11l ou IV de acordo com a extensdo tumoral e estabelecimento do
prognostico.

A ocorréncia de metastase foi descrita, assim como a data e causa da morte, sendo que
neste grupo, apenas cadelas que morreram pela doenca foram incluidas.

Das 30 cadelas com idade variando de seis a 16 anos (média dez anos), 16 (53%)
tinham mais que dez anos de idade. Treze cadelas (50%) tiveram tempo de evolucéo de até
seis meses. Nesse estudo, 11 (37%) tumores apresentaram estadiamento clinico |, e cinco
(17%) tumores apresentaram estadiamento clinico V. Quanto ao nimero de nédulos, 21
(70%) foram tumores de cadeia Unica. Quanto a vasculariza¢do tumoral, 50% dos tumores
tiveram vascularizacdo abundante. Houve predominio de tumores malignos, sendo 14 (54%)
carcinomas em tumor misto, trés (11,5%) carcinomas papilares, dois (7,5%)
carcinossarcomas, dois (7,5%) carcinomas tabulo-papilares, duas (7,5%) lesGes de aspecto
sarcomatoide, um (4%) comedocarcinoma, um (4%) carcinoma sélido e um (4%) carcinoma
inflamatorio (Tabela 5). Dos tumores benignos, trés (75%) foram classificados como tumores

mistos benignos e um (25%) como papiloma (Tabela 5).
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Tabela 5: Caracteristicas clinicas e patoldgicas das cadelas teste

Idade  Tempo de evolugéo N° de Estadiamento
(anos) (meses) Histopatolégico noédulos TNM clinico Ulceragdo  Vascularizagdo Censura Dias Metéstase
C1 12 até 6 meses Carcinoma inflamatdrio Maltiplos  T4/N1b/M1 v Ulceragéo abundante 6hito 30 sim
c2 14 até 6 meses Carcinoma em tumor misto Multiplos T3/NO/M2 \Y% Ulceracédo moderada 6bito 150 sim
C3 12 entre 6 e 18 meses Carcinoma em tumor misto Unico T2/N1a/MO 1 Necrose abundante 6bito 240 sim
Cc4 8 mais de 18 meses Tumor misto benigno Unico T3/N2/MO 1 Ulceracdo abundante viva 540 ndo
C5 12 entre 6 e 18 meses Carcinoma em tumor misto Unico T1/NO/MO | Ulceracédo abundante 6bito 330 sim
C6 6 até 6 meses Carcinoma papilar Unico T2/NO/MO 1 Ausente moderada viva 540 ndo
c7 15 mais de 18 meses Carcinoma em tumor misto Unico T1/NO/MO | Ausente moderada viva 540 ndo
C8 9 entre 6 e 18 meses Carcinoma em tumor misto Unico T1/NO/MO | Ausente moderada viva 540 ndo
C9 6 até 6 meses Carcinoma papilar Unico T1/N2a/MO | Ausente moderada viva 540 ndo
C10 7 até 6 meses Carcinoma em tumor misto Unico T1/NO/MO | Ausente moderada viva 540 ndo
Cc11 10 Indeterminado Tumor misto benigno Multiplos T1/NUMO | Ausente moderada viva 540 ndo
C12 15 Indeterminado Carcinoma em tumor misto Unico T1/NO/MO | Ausente abundante viva 540 ndo
C13 9 mais de 18 meses Carcinossarcoma Multiplos T3/NO/M1 \Y% Ausente moderada 6bito 300 sim
C14 11 até 6 meses Carcinoma em tumor misto Multiplos T1/N2/MO | Ausente moderada viva 540 ndo
C15 12 mais de 18 meses Carcinoma tubulo-papilar Unico T1/ NO/M1 \Y% Ausente moderada viva 540 néo
C16 7 até 6 meses Comedocarcinoma Unico T2/N1b/MO I} Ulceracédo abundante viva 540 néo
C17 10 mais de 18 meses Carcinoma em tumor misto Unico T3/N2a/MO 1 Ausente abundante viva 540 ndo
C18 8 até 6 meses Carcinossarcoma Unico T3/NO/MO 11 Ausente abundante viva 540 ndo
C19 16 Indeterminado Carcinoma papilar Unico T3/NO/MO 1 Ulceracdo moderada 6bito 120 sim
Cc20 11 até 6 meses Papiloma Multiplos T2/NO/MO I} Ausente moderada viva 540 nédo
c21 7 Indeterminado Tumor misto benigno Unico T1/NO/MO | Ausente moderada viva 540 néo
C22 11 entre 6 e 18 meses Carcinoma em tumor misto Unico T3/NO/MO 1l Ausente moderada viva 540 nao
c23 8 até 6 meses Carcinoma em tumor misto Unico T3NO/MO 11 Ulceracéo abundante viva 540 ndo
C24 8 até 6 meses Carcinoma em tumor misto Unico T1/NO/MO | Necrose abundante viva 540 ndo
C25 14 mais de 18 meses Les#o de aspecto sarcomat6ide  Unico T3/NO/MO 1 Ulceracéo moderada viva 540 ndo
C26 8 até 6 meses Carcinoma em tumor misto Unico T3/NO/M1 \Y Ausente abundante viva 540 nédo
c27 7 entre 6 e 18 meses Carcinoma em tumor misto Multiplos T1/NO/MO | Ausente abundante viva 540 néo
Cc28 9 entre 6 e 18 meses Carcinoma tubulo-papilar Unico T3/N1a/MO 11 Ulceracéo abundante 6bito 90 sim
C29 10 até 6 meses Lesdo de aspecto sarcomatdide  Mdaltiplos T3/NO/MO 1 Ulceracéo abundante 6bito 300 sim
C30 13 mais de 6 meses Carcinoma sélido Multiplos ~ T3/N1b/MO 111 ausente Abundante viva 540 ndo
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3. Processamento das amostras

No momento da cirurgia foram coletados 3 mL de sangue em tubo (Vacutainer)
contendo gel separador (filtro 13-mm) e fragmentos tumorais, que foram armazenados em
tubos estéreis tipo Falcon: um contendo formol 10%, para posterior preparacdo
histopat6logica, visibilizacdo pela Hematoxilina-Eosina (HE) e outro contendo meio nutritivo
para cultivo celular.

As amostras de sangue foram transportadas ao laboratoério, incubadas em banho maria
a 37°C por 20 minutos e em seguida centrifugadas por 25 minutos a 1000g. O soro foi

aliquotado e estocado a -80 °C.

4. Estudo imunohistoquimico

4.1. Preparacéo dos fragmentos tumorais e confecgio das laminas

Inicialmente, o material foi incluido em parafina, procedimento que oferece
resisténcia permitindo seu corte em espessura de 3 um. Apos a retirada do tumor a fresco, o
preparo das laminas permanentes envolveu as etapas de: Fixacdo: formol 10% seguido de
alcool 70%; inclusdo: pela desidratacio em etanol com aumento progressivo da
concentracdo, diafanizacdo: xilol por 1 hora cada e impregnacdo: mergulhado em parafina.

O bloco foi preso ao micrétomo, a espessura do corte foi regulada para 3 um e 0s
cortes colocados em lamina identificada e deixados na estufa a 60° C por 24 horas.

As laminas passaram pelo processo de desparafinizacdo em xilol, seguida por
hidratacdo em alcool absoluto I, Il e 11l finalizando com seis mergulhos em é&gua corrente.
Para a coloragdo de ndcleo as l1aminas permaneceram em um corante basico denominado
Hematoxilina por 4 a 6 minutos e foram lavadas em &gua corrente (seis mergulhos). Em
seguida as laminas foram mergulhadas rapidamente em dalcool 70%, lavadas com agua
corrente por 10 minutos e submetidas a seis mergulhos em alcool 80%. Para a coloracdo de
citoplasma as laminas permaneceram 30 segundos em um corante acido denominado Eosina.
Em seguida o tecido foi desidratado em alcool 95% (seis mergulhos) e alcool absoluto | e 1l
(seis mergulhos em cada) e clarificados em Xilol I, Il e Il (seis mergulhos em cada)
finalizando com a montagem das laminas.

Ao final da coloragdo as estruturas basofilas do tecido foram coradas em tonalidade

azul, roxa ou violeta, enquanto as estruturas acidofilas apresentaram tonalidade rosea.
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4.2. Procedimento imunohistoquimico

Para o desenvolvimento da técnica os fragmentos tumorais de 30 cadelas foram
emblocados em parafina e cortados em 3um. Os tecidos foram preparados em laminas
silanizadas e em seguida desparafinizados em xilol, rehidratados em alcool em grau
decrescente e incubados com 3% de perdxido de hidrogénio por 30 minutos para o bloqueio
da peroxidase enddgena.

A recuperacdo antigénica foi realizada na panela a vapor com tampéao especifico para
cada anticorpo por 35 minutos (Tabela 2), em seguida as laminas foram encobertas com
solugdo contendo soro fetal bovino (BSA)! e incubadas com o anticorpo primario (Tabela 2).

Depois dessa etapa as laminas foram lavadas em solugdo PBS? por 15 minutos e
incubadas com kit Easy Path (Erviegas®), que consistiu no anticorpo secundério biotinilado
por 1 hora e no complexo estreptavidina peroxidase por 30 minutos, seguido de lavagem com
PBS por 15 minutos. A revelacdo foi feita com substrato cromégeno DAB (Signet
Laboratories®) de 2 a 5 minutos e a contra-coloracdo com Hematoxilina de Harrys por 40
segundos. Os tecidos foram desidratados em alcool em grau crescente e banhados no xilol
antes da montagem das laminas em meio ERV-MOUNT (Erviegas®).

Os controles negativos das reaces foram obtidos pela omissdo do anticorpo primario e
os tecidos de figado e prdstata foram utilizados como controle positivo das reacdes de acordo

com os fabricantes dos anticorpos primarios.

Tabela 2 Especificacbes dos anticorpos primarios utilizados no procedimento

imunohistoquimico.

Item Especificidade Diluicdo Tampéo Marca
anti-GSH Monoclonal 1:100 Citrato pH6® Millipore

anti-GSTpi Monoclonal 1:4000 Citrato pH6 Abcam

anti-GSH-Px Policlonal 1:1200 Citrato pH6 Abcam

2.3 Os protocolos de preparo das solugdes estdo descritos no Apéndice A.
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4.2.1 Quantificacdo da marcacao imunohistoquimica

As laminas foram fotografadas e as enzimas quantificadas pelo software AxioVision
no aumento de 40X do microscopio AXIOSKOP?2 Zeiss. Para cada amostra, foram
selecionadas trés regides do tecido tumoral e 20 pontosdas células tumorais foram
marcados em cada regido. Assim foram analisados 60 pontos diferentes de cada amostra,
obtendo a média da intensidade relativa de imunorreatividade. Os valores foram obtidos em
unidades arbitrarias (u.a.) e a densidade 6ptica média (M.O.D. Mean Optical Density)

mostrou a intensidade da imunocoloracdo especificamente nas areas imunorreativas.

4.3. Andlise estatistica

As cadelas foram agrupadas de acordo com as varidveis clinico - patologicas. A média
das andlises referindo-se a densitometria e a quantificacdo para os diferentes grupos de
tumores mamarios foi comparada pelo teste t de Student ou ANOVA, seguida pelo teste
Bonferroni. Os valores foram expressos como médiat S.E.M.

O ponto de corte para o risco de morte foi determinado pela curva ROC (Receiver
Operating Characteristic). Esta analise representa graficamente a comparagdo entre a
distribuicdo de sensibilidade e especificidade para cada fator, ou taxa de verdadeiro positivo
vs. taxa de falso positivo. Quanto mais proximo a curva ROC for localizada do quadrante
superior esquerdo do grafico, mais precisa € a varidvel teste, pois a taxa de verdadeiro
positivo (sensibilidade) estard mais proxima de 1,0 e falso positivo (especificidade) mais
préximo de zero. As curvas de sobrevida foram plotadas pelo método de Kaplan-Meier e as
diferencas entre as curvas foram avaliadas pelo teste log-rank e hazard function.

A regressdo logistica multivariada foi realizada para avaliar os fatores que
influenciaram a morte. Valor de p<0,05 foi considerado significante. Todas as analises foram

realizadas com auxilio do software GraphPad Prism4 e StatsDirect.

5. Cultivo celular

5.1.Preparacdo do material coletado

Dez dos 30 fragmentos tumorais maiores que 2 cm coletados apos o procedimento

cirtrgico nas cadelas acometidas por tumor mamario, foram utilizados no cultivo celular.
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Inicialmente, todas as solucBes foram retiradas da geladeira e colocadas em banho-
maria até atingirem a temperatura de 37°C. Para toda a rotina foram seguidos criteriosamente
o0s procedimentos de antissepsia da capela e das pipetas comas pipetas com alcool 70% e luz
ultravioleta.

Em placa de petri, os fragmentos tumorais foram lavados em PBS contendo 1% de
Penicilina/Estreptomicina, trés vezes por 10 minutos cada. Em seguida, foram cortados em
microfragmentos com bisturi e colocados em garrafas de poliestireno com filtro contendo
1mL de meio de cultivo RPMI 1640 (Cultilab®) e incubados em estufa a 37°C na presenca de
5% de CO,. ApOs 48 horas, periodo em que as células se fixam no fundo da garrafa, foram
adicionados 3mL de RPMI 1640. Todo meio de cultura utilizado foi enriquecido com 20% de
BSA, 1% de Penicilina/Estreptomicina e 1% de L-Glutamina.

5.2. Manutencao das células in vitro

A cada dois dias 0 meio RPMI 1640 era trocado para estimular o crescimento das
células oferecendo meio nutritivo e evitando o crescimento de contaminantes. As células

foram cultivadas por aproximadamente um més ou até atingirem 80% de confluéncia.

5.3. Tripsinizagéo

A tripsinizacdo é uma etapa necessaria para a passagem das celulas para as placas “six
wells” e para outras garrafas para a realizacdo dos procedimentos posteriores.

O meio de cultura das garrafas foi descartado e o tapete celular lavado com 5 mL de
PBS. Em seguida as células foram encobertas com 2 mL de tripsina e mantidas em estufa a
37° C ndo excedendo o tempo limite de 10 minutos. Durante esse periodo, as monocamadas
foram monitoradas ao microscopio Optico invertido para verificar o desprendimento das
células. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de RPMI 1640 em cada garrafa e apds
homogeneizacdo, a suspensdo foi transferida para outros frascos de cultivo especificos.
Finalmente, o meio RPMI 1640 foi adicionado e as células retornaram para estufa a 37°C com
5% de CO,.

5.4. Imunocitoquimica da cultura celular

As células foram submetidas a imunocitoquimica para confirmagdo da origem

epitelial, com anticorpos especificos. Inicialmente as células em cultivo foram transferidas
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para uma lamina com garrafa acoplada, onde foi adicionado o meio RPMI 1640 e incubadas
em estufa a 37° C durante 24 horas.

As células foram lavadas com 1 mL de PBS e incubadas com 600mL de fixador
formaldeido a 4% por 20 minutos. Em seguida a lamina foi desacoplada da garrafa, lavada
com 1 mL de PBS e colocada na posicao vertical para secagem.

As células foram entdo incubadas em solucdo contendo BSA por 30 minutos e com 0s
anticorpos primarios anti-citoqueratina para marcacdo de células epiteliais, anti-calponina
para marcacgdo das células mioepiteliais e anti-vimentina para células mesenquimais (Tabela
3), mantidas a 4°C por 24 horas. Ap0Os essa etapa seguiram-se as mesmas etapas descritas

anteriormente no procedimento imunohistoquimico (pégina 18).

Tabela 3: Especificagbes dos anticorpos primarios utilizados para o procedimento

citoquimico.
Anticorpo Especificidade Diluicéo Tampéo Marca
Anti-Citoqueratina Monoclonal (mouse) 1:150 Citrato pH6 Dako
Anti-Calponina Monoclonal (mouse) 1:100 Citrato pH 6 Dako
Anti-Vimentina Monoclonal (mouse) 1:100 Citrato pH6 Dako

5.5. Preparacdo das placas para agressdo com quimioterdpico e curva de

crescimento

As células da cultura de cada cadela foram separadas em duas garrafas, sendo uma
utilizada como controle (sem tratamento) e a outra tratada com 0,2mg do quimioterapico de
rotina (cloridrato de doxorrubicina, Adriamicina®) por 24 horas. A doxorrubicina foi
escolhida porque além de estar presente na maior parte dos protocolos para carcinoma
mamario, tem meia vida plasméatica de 24 horas e ndo precisa ser ativada por enzimas
hepaticas.

As curvas de crescimento foram realizadas pela contagem do nimero de células dos
pocos da placa “six wells”, utilizada como controle, e da placa-teste, onde foi aplicado o
quimioterapico. Inicialmente, as células retiradas da garrafa por tripsinizacdo foram colocadas

em tubos de polipropileno de 15 mL. Seguiu-se a centrifugacdo, a fim de separar o meio
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contendo tripsina das células, e o sobrenadante foi retirado, adicionado meio de cultura fresco
e feita a homogeneizacdo. As células foram separadas em tubo tipo eppendorf juntamente
com o corante Azul de Tripan para verificacdo da viabilidade celular. O contetdo foi
colocado na camara de Neubauer e a contagem das células foi realizada com auxilio do
microscopio optico invertido. Na cAmara de Neubauer, foram contadas as células nos quatro
quadrantes laterais com 16 campos cada, dividindo o niamero por quatro. Ao final as células

foram desprezadas e o resultado da contagem foi colocado na férmula:
CLVi=CV,

Onde, C1 equivale ao nimero de células contadas na cdmara e V1, o valor em que se
quer chegar; C2 equivale a constante 5x10* e V2 & quantidade em mL a ser colocada de meio
RPMI 1640 em cada pocinho da placa de “six-wells” (2 mL).

No valor encontrado em pL de células, foram preparadas as placas para confec¢do da
curva de crescimento das células utilizadas como controle e das células agredidas com
quimioterapico. Adicionou-se 2 mL de meio RPMI 1640 em cada pocinho e em seguida as
células. As placas foram colocadas na estufa a 37°C e no dia seguinte (dia 0), foram
adicionados 0,04mg do quimioterapico Doxorrubicina em cada pocinho. No dia 1, as células
do pocinho foram tripsinizadas, colocadas na camara de Neubauer, contadas e o contetdo
desprezado. Ao final, o contelido era descartado. O procedimento foi repetido sucessivamente
até o dia 7, ou até o dia de maior variacdo entre a placa em que o quimioterdpico foi
adicionado e a placa controle, ou seja, a leitura das duas placas por matriz terminava sempre
que havia o menor nimero de células na placa em que foi adicionado o quimioterapico, e o
maior nimero de células na placa controle.

O calculo da dose de quimioterapico foi estabelecido de acordo com a dosagem
preconizada para pacientes, calculando-se proporcionalmente a area das garrafas e pogos das

placas.

5.6. Extrag@o de RNA Total

Ap0s 24 horas da aplicacdo do quimioterapico, 0 RNA total foi extraido das células
utilizadas como controle e das células expostas ao quimioterapico. A extracdo dos acidos
nucléicos foi realizada de acordo com o protocolo que acompanha o reagente Trizol

(Invitrogen®).

Inicialmente, 0 meio RPMI11640 foi desprezado das garrafas e acrescentou-se 3 mL de

Trizol. Em seguida, foi transferido 1 mL do contetdo para tubos de polipropileno de 15 mL
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deixando descansar por 5 minutos a temperatura ambiente. Em cada tubo adicionou-se 200
uL de cloroférmio, homogeneizando por inversdo e mantendo a temperatura ambiente por 3

minutos.

Os tubos foram centrifugados a 12.000 rcf por 15 minutos a 4° C, resultando em uma
fase vermelha inferior — fase fenol-cloroférmio — uma interfase, e uma fase aquosa superior,
na qual o RNA se concentra. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionou-se
400 uL de alcool isopropilico para precipitagdo do RNA, seguido de incubacao a temperatura
ambiente por 15 minutos. Apoés, centrifugou-se a 12.000 rcf por 15 minutos a 4° C formando
um pellet de RNA, que foi lavado com 1mL de etanol 75% e centrifugado a 7500 rcf por 5
minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados sobre papel para
escorrer até secar o pellet. Apos esta etapa, adicionou-se agua DEPC (dietil pirocarbonato)
(Amersham Biosciences®) em quantidade suficiente para diluir o pellet. A concentracdo dos
RNAs foi determinada utilizando-se o aparelho NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo

Scientific®) e as solu¢des de RNAs foram armazenadas a -80° C.

Para testar a integridade e qualidade do RNA extraido, uma aliquota de cada amostra
foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% para analise das bandas especificas das
subunidades 18S e 28S, representativas do RNAr. O RNA total foi entdo utilizado para sintese

de DNA complementar (cDNA) com a enzima transcriptase reversa.

5.7. Obtencao do cDNA

A sintese de cDNA, foi realizada a partir de 2 ug de RNA total seguindo as
especificacdes dos fabricantes do Kit High Capacity cDNA (Applied Biosystems®).
Anteriormente ao uso do Kit as amostras foram tratadas com DNase para eliminar qualquer
possivel resquicio de DNA. Em cada tubo acrescentou-se 2 uL de DNase, 2 pL de Buffer
10X, levando ao termociclador a 25°C por 15 minutos. Acrescentou-se 2ulL de EDTA (stop
solution) e levando ao termociclador novamente a 65°C por 10 minutos.

Apos, seguiu-se o uso do kit High Capacity cDNA, calculando a quantidade dos
reagentes conforme o nimero de amostras, sempre incluindo o volume referente a perdas que
podem ocorrer durante a transferéncia dos reagentes.

O mix foi preparado no volume final de 20 uL por amostra de RNA. Foram
misturadas 0,8 puL de dNTP, 2 uL de Random Primer, 1 uL da enzima Multicribe Reverse
Transcriptase e 4,2 uL de 4gua DEPC e 10 pL de amostra de RNA. Em seguida, a solugéo

final foi colocada no termociclador e em seguida armazenada em freezer a -20° C.
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6. Técnica de PCR quantitativa: analise da expressédo génica

A técnica de PCR quantitativa (qQPCR) foi realizada de acordo com Bustin et al. 2009.

A reacdo de qPCR foi realizada pelo método SYBR Green (Applied Biosystems®),
utilizando-se os iniciadores especificos para 0s genes responsaveis pela sintese da GSH
(GCLC e GSS) e da GSH-Px, o gene GST-Pi ndo foi utilizado neste estudo por ndo possuir
sua sequéncia disponivel para a espécie canina. Os genes normalizadores RPS19 e RPL8
foram utilizados como controles end6genos da reagdo, pois mostraram variacdo mais baixa de
amplificacdo entre amostras de tecido mamario neoplasico em estudo prévio, no qual foram
testados também os genes HPRT1, RPS15 e GUSB.

A tabela 4 mostra as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores.

Tabela 4: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados na técnica de PCR quantitativo para

avaliar a expressao génica relativa.

Gene Sequéncia
GCLC Sense 5'- CCA AGT CCCTCT TCTTTCCTG-3
Antisence 5°- CGG AGA CGG TGT ATTCTT GTC -3

GSS Sense 5"- AGC CAATGC TCT GGT GCT AC-3
Antisense 5°- ACC TTC GAC GGATTACAT GG -3

GSH-Px Sense 5" - GGC ATC AGG AAAACGCTAAG-3’
Antisense 5 — CCT CGC ACT TCT CAA AAAGC -3’

RPS19 Sense 5- CCT TCC TCA AAAAGT CTG GG -3
Antisense 5°- GTT CTC ATC GTA GGG AGC AAG -3’

RPLS Sense 5°- CCA TGA ATC CTG TGG AGC -3’
Antisense 5°- GTA GAG GGTTTG CCG ATG-37

Um fator importante a ser considerado em experimentos de PCR quantitativo é a
eficiéncia de amplificacdo do gene de interesse e dos genes normalizadores, em funcdo da
concentracdo de RNA utilizado. Dessa forma, é possivel extrair a expressao relativa do gene
de interesse a partir dos resultados obtidos. Para esta verificagdo, foram realizadas diluigdes
seriadas do pool de cDNA, sendo testadas as concentragfes 100 pmols/ug, 10 pmols/ug, 1

pmols/ug, 0,1 pmols/ug e 0,01 pmols/ug, sendo estabelecida a concentracdo de 10 pmol/ulL.
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As amostras de cDNA nas concentracdes citadas foram submetidas a amplificagdo por
PCR quantitativo, sendo o teste realizado para cada gene.

O resultado da validacdo da eficiéncia é dado por um valor chamado slope, que
corresponde a inclinacdo da reta obtida quando se analisa a variacdo do C; (Cycle threshold)
dos genes de interesse e dos genes normalizadores em fungdo do Log de diferentes
quantidades de cDNA. O C;é o momento no qual o sistema de amplificacdo comeca a detectar
um aumento no sinal associado ao aumento exponencial do produto de PCR na fase linear da
reacdo. As comparac@es de quantidades sao feitas a partir dos valores dos C.

Os valores do slope foram padronizados refletindo uma eficiéncia de amplificacdo
entre 100% e 115%. A eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores especificos para 0s genes de
interesse e normalizadores foram calculadas de acordo com a equagdo: E=10¢Y/5/oP®),

ApGs a etapa de padronizacdo, foram realizadas as analises para verificar a expressao
diferencial dos genes GCLC, GSS e GSH-Px. O valor da expressao relativa dos genes de
interesse foi determinado pelo método de quantificacdo em relacdo a média dos genes
normalizadores (RPS19 e RPLS8) utilizados como controle enddgeno. As amostras foram
testadas em triplicatas e, em todos os experimentos houve controle negativo (sem adi¢cédo do
primer) e um pool de amostras foi escolhido para calibragdo da reacdo. O pool de células é
obtido a partir de uma mesma quantidade de células de cada amostra, onde, para expressao
génica das células ndo tratadas foi utilizado um pool de amostras das células tratadas, e um
pool de células ndo tratadas foi utilizado para as amostras tratadas.

As reacOes foram realizadas no equipamento Real-Time PCR System Step One Plus
(Applied Biosystems) e compreenderam uma etapa inicial de 2 minutos a 50° C, seguida por
desnaturag&o inicial de 10 minutos a 95° C. Em seguida, o programa continuou com 40 ciclos
de 15 segundos a 95° C, 1 minuto a 60° C para anelamento dos iniciadores e extensdo das
cadeias, seguidos de 35 segundos a 65° C para coleta do sinal.

Dessa forma, a partir dos valores do C; de cada amostra, foram calculadas as médias das
triplicatas. Posteriormente, foi calculado o AC; a partir da subtracdo da média obtida para a
sequéncia de interesse por aquela do controle enddgeno. Para o calculo do A-AC; foi
escolhido as células neoplésicas sem adi¢cdo do quimioterapico (controle) como calibrador,
sendo atribuido a mesma o valor de zero como resultado da subtracdo com seu préprio AC;.

Nas células tumorais em que foi aplicado o quimioterédpico, o resultado do A-AC; foi
calculado a partir das diferengas dos valores de AC; de cada um deles em relagcdo ao
calibrador. Em seguida, foi calculado o 2-A-AC;, ou seja, o (A-ACy)% Finalmente, para uma

melhor representagéo grafica, os resultados foram apresentados em uma escala logaritmica de
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base 3 (Logs). Considerou-se que houve aumento da expressdo génica quando o valor da

expressdo foi maior que 1, abaixo desse valor a expressdo foi considerada néo significativa.

7. Procedimento bioquimico

7.1. Caracterizagdo das amostras

Primeiramente a dosagem sérica foi realizada em 33 cadelas do grupo controle, 30 cadelas
do grupo | (coleta no momento da cirurgia), 28 cadelas do grupo Il (coleta um més apés a
cirurgia), 19 cadelas do grupo Il (seis meses apds a cirurgia) e 16 cadelas do grupo IV (18
meses apos a cirurgia). O grupo total de 30 cadelas ndo foi 0 mesmo nas coletas do grupo Il,
grupo Il e grupo 1V devido a morte de algumas cadelas ao longo do acompanhamento e

devido a desisténcia de alguns proprietarios em colaborar com a pesquisa ao longo do estudo.

7.2. Dosagem de malondialdeido (MDA)

A dosagem do MDA, produto da lipoperoxidacéo, foi realizada segundo o método de
Kohn e Liversedge (1994), modificado por Percério et al.(1993). A técnica se baseia na
reacdo do &cido tiobarbitdrico (TBA), em pH baixo e temperatura elevada, para formar um
complexo. As amostras foram preparadas com soro compreendendo a reacdo de duas
moléculas do TBA que reagem com uma molécula de MDA, formando um complexo TBA-
MDA-TBA de cor résea, com absorbancia de 535 nm.

O protocolo de dosagem para MDA inclui o preparo da amostra identificada como
“branco” com a fun¢do de zerar o espectrofotdbmetro com 500 uL da solucdo de KH2PO4 em
agua a 10 mM, em pH 2,5. A solugdo padrdo constitui-se de 0,1 mL de 1-1-3-3
tetraetoxipropano dissolvido em 1,0 L de agua destilada. O chamado padréao do teste, utilizado
nos célculos da dosagem das amostras, origina-se da mistura de 500 pL da solucdo padrdo
com 1,0 mL de reagente TBA. A 500 pL de amostra de soro foi acrescentado 1,0mL de
reagente TBA. O procedimento para analise seguiu-se com homogeneizacdo de todos 0s
tubos, ou seja, branco, padrdo e amostra; incubacdo a 95° C por 1 hora; resfriamento em &gua
corrente; adicdo de 4,0 mL de alcool butilico (CAAL; 11413); homogeneizacdo em vortex
(Phoenix, AP56); centrifugacdo a 2500 rpm por 15 minutos e coleta de 3,0mL do
sobrenadante para leitura espectrofotométrica (CELM; E225D) em 535 nm, sendo as cubetas
mantidas a 25°C. Os valores do MDA séo expressos em nmol/mL, sendo obtidos apés leitura

do valor de absorbéncia e aplicado na formula apresentada a seguir.
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MDA =

Absorbancia da amostra x 440,6 x f onde f — 0,237
0,0237 Absorbancia do padréo

7.3. Capacidade antioxidante total em equivaléncia ao Trolox (TEAC)

O potencial antioxidante foi determinado segundo a sua equivaléncia a um potente
anti-oxidante conhecido, o trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrameticromono-2-carboxilico;
Aldrich Chemical Co 23881-3), analogo sintético hidrossoltvel da vitamina E. Foi realizado o
método proposto por Miller et al. (1993), modificado por Re et al. (1999), em condi¢Bes
adaptadas de temperatura, proporcdes relativas dos reagentes e tempo de mensuragao.

Trata-se de uma técnica colorimétrica baseada na reacao entre 0 ABTS (2,2’-azinobis-
3-etilbenzotiazolina-acido-6-sulfonico-diaménio) com persulfato de potéassio (K2S,0s),
produzindo diretamente o radical cation ABTS, cromoforo de coloragdo verde/azul, com
absorbancia maxima nos comprimentos de onda 645, 734 e 815nm. A adicdo de antioxidantes
a este radical cation pré-formado o reduz novamente a ABTS, na extensdo e escala de tempo
dependente da capacidade antioxidante, concentragdo de antioxidantes e duracdo da reacdo
(Miller, 1996). Isto pode ser mensurado por espectrofotometria pela observacdo da mudanca
na absorbancia lida a 734 nm durante um determinado intervalo de tempo.

Assim, a extensdo da descoloracdo como indice de inibicdo do radical cation ABTS é
determinada como a atividade antioxidante total da amostra (Miller, 1993), sendo entdo
calculada a sua relagdo com a reatividade do trolox como padrdo, sob as mesmas condigdes.
Os resultados finais foram expressos em milimol por litro (mMol/L) correspondente a
concentracdo do TROLOX.

8. Analise estatistica

No gPCR, para determinar a possivel associacdo entre a diferenca relativa da expressao
génica entre os grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico U de Man-Whitney.

No procedimento bioquimico, para determinar o nivel de peroxidacdo lipidica e a
capacidade antioxidante entre os quatro diferentes periodos das coletas, foi realizado o teste t
de student.

O nivel de probabilidade (p) menor que 0,05 foi adotado como critério de significancia.

Todas as analises foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism4 e StatsDirect.
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IV. RESULTADOS

1. Expresséo protéica pela imunohistoquimica

A imunomarcacdo da GSH foi evidente no citoplasma das células neoplasicas, enquanto a
GSTpi e GSH-Px foi evidente no citoplasma e focalmente nos ndcleos das células

neopléasicas. Ambos 0s anticorpos apresentaram reatividade no estroma (Figura 3).

Figura 3. Fotomicrografia do procedimento imunohistoquimico demonstrando a marcacao
dos anticorpos em carcinoma mamario de cadela. AXIOSKOP2, 40X. A. Imuno-coloracao da
GSH (alta intensidade). B. Imuno-coloracdo da GSH (média intensidade marcacdo). C.
Imuno-coloracdo da GSH (baixa intensidade). D. Imuno-coloracdo da GSTpi (alta
intensidade). E. Imuno-coloracdo da GSTpi (média intensidade). F. Imuno-coloracdo da
GSTpi (baixa intensidade). G. Imuno-coloracdo da GSH-Px (baixa intensidade). H. Imuno-

coloragdo da GSH-Px (média intensidade). I. Imuno-coloracdo da GSH-Px (alta intensidade).
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A expressdo imunohistoquimica da GSH, GSTpi e GSH-Px foi comparada com as
caracteristicas clinicas e patoldgicas e com a evolucao clinica das cadelas, incluindo metéstase
e Obito.

N&o houve correlacdo entre expressdo da GSH e as caracteristicas clinicas e patologicas,
como idade, tempo de evolucdo, tipo histoldgico, estadiamento clinico ou nimero de nddulos
e vascularizacdo (p>0,05; Tabela 5). Entretanto, a alta expressdo da GSH teve correlacdo
estatistica com tumores ndo ulcerados (p=0,03; Figura 4).

A taxa de metastase foi de 26,7% e o mesmo foi encontrado para 6bito (Tabela 5). O
aumento da expressdao da GSH estava presente em cadelas com maior sobrevida e que
continuavam vivas até o final do seguimento (p=0,0003; Figura 5) e também naquelas que nao
apresentaram metéastase (p=0,0003; Figura 6).

Quanto a expressdo das enzimas GSTpi e GSH-Px ndo houve relacdo estatisticamente

significante com as varidveis analisadas (p>0,05; Tabela 5).



Tabela 5 — Correlacdo entre a marcacdo dos trés anticorpos com os fatores clinicos e

patoldgicos das cadelas selecionadas para o estudo.
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Fatores Clinicos e NUmero de GSH GSTpi GSH-Px
Patoldgicos cadelas

Idade

> 10 anos 16 (53,3%) 185,3 + 6,532 202,8 + 2,537 194,4 + 3,838

<10 anos 14 (46,7%) 196,9+6,170 206,5 + 1,842 202,3+2,936

P > 0,05 > 0,05 > 0,05
Tempo de Evolucao

Até 6 meses 13 (50%) 196,5+ 21,82 204,6 £6,172 202,9+13,81

Entre 6 e 18 meses 7 (27%) 182,3+ 31,20 205,5 £ 9,397 192,5+ 13,55

Mais que 18 meses 6 (23%) 180,0 + 24,07 202,5 + 14,49 190,8 + 14,18

P > 0,05# > 0,05# > 0,05#
Grau Histoldgico

Tumores malignos 26 (87%) 189,9 + 4,829 204,0 £ 1,757 198,3 + 2,869

Tumores benignos 4 (13%) 196,3 + 15,69 209,3 + 3,860 203,5+4,173

P > 0,05 > 0,05 > 0,05
Estadiamento Clinico

| 11 (37%) 202,3+ 15,36 204,7 £ 5,746 199,4+11,83

1] 4 (13%) 190,0 + 45,03 208,0 + 4,243 198,3+ 19,57

1| 10 (33%) 183,3 + 24,50 202,2 £12,75 196,4 + 13,09

v 5 (17%) 180,6 +21,13 206,0 + 8,689 198,4 + 18,94

P > 0,05# > 0,05# > 0,05#
Numero de nddulos

Multiplos 9 (30%) 177,9+7,181 204,6 £ 2,844 200,8 £5,112

Unicos 21 (70%) 196,2 + 5,314 204,5 +2,001 197,4 + 3,044

P > 0,05 >0,05 0,55
Ulceragao

Ulceragdo 10 (34%) 180,8 + 22,75 203,5 + 13,53 205,0 £ 9,129

Necrose 2 (7%) 162,0 + 55,15 204,9 £ 5,557 189,5 + 6,364

Ausente 17 (59%) 199,4 + 19,52 206,0 + 8,485 195,2 + 15,34

P 0,03* # > 0,05# > 0,05#
Irrigacdo

Abundante 15 (50%) 184,1+ 7,164 205,7 £ 2,080 197,9 + 3,349

Moderada 15 (50%) 197,3+5,374 203,3 £ 2,499 198,2 + 3,914

P > 0,05 > 0,05 > 0,05
Censura

Obito 8 (26,7%) 165,5 + 8,592 204,1 £ 1,869 203,0 £ 3,937

Viva 22 (73,3%) 199,9 + 3,921 205,9+1,191 196,3 + 3,099

P 0,0003* > 0,05 > 0,05
Metéstase

Sim 8 (26,7%) 165,5 + 8,592 204,1 £ 1,869 203,0 £ 3,937

Né&o 22 (73,3%) 199,9 + 3,921 205,9+1,191 196,3 + 3,099

P 0,0003* > 0,05 > 0,05
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GSH GSTPi GSH-Px

Figura 4: Niveis de concentracdo de GSH, GSTpi e GSH-Px respectivamente nas células
tumorais de mama de cadelas em relacdo a presenca de ulceragdo, auséncia de ulceracdo e

necrose. *valor significativo no teste ANOVA.

GSH GSTPi GSH-Px

Figura 5: Niveis de concentracdo de GSH, GSTpi e GSH-Px nas células tumorais de mama
de cadelas em relagcdo ao 6bito e as cadelas que continuaram vivas. *valor significativo no

teste t de student.

GSH GSTPi GSH-Px

Figura 6: Niveis de concentracdo de GSH, GSTpi e GSH-Px nas células tumorais de mama
de cadelas em relacdo a cadelas que tiveram metastase e as cadelas que ndo tiveram metastase

. *valor significativo no teste t de student.
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Para realizar a curva ROC, a expressdo protéica da GSH, GSTpi e GSH-Px das
cadelas que morreram foi comparada com as cadelas que continuaram vivas até a data final de
acompanhamento. As curvas ROC foram calculadas para demonstrar o desempenho e 0s
valores limite para expressdo da GSH, GSTpi e GSH-Px para prever o risco de morte em
cadelas com neoplasia maméria. O grafico da curva ROC mostrou o célculo da
sensibilidade/especificidade, estabelecendo o melhor ponto de corte para discriminar alto
risco de morte em cadelas, o qual para expressdio da GSH foi: M.D.O. = 197 u.a.
(sensibilidade= 89% e especificidade = 71%), para expressdo da GSTpi foi: M.D.O.= 206 u.a.
(sensibilidade = 56% e especificidade = 52%) e para expressdo da GSH-Px foi: M.D.O.= 197
u.a. (sensibilidade = 78% e especificidade = 52%). Os graficos da curva ROC e a

especificidade e sensibilidade para cada proteina estdo apresentados na figura 7.
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Figura 7. Curva ROC mostrando o ponto maximo da sensibilidade e especificidade da
expressdo proteica e correlacdo do ébito em cadelas com neoplasia mamaria. (A) Proteina
GSH. Sensibilidade = 89% (95% CI) e especificidade = 71% (95% CI). (B) Proteina GSTPi.
Sensibilidade = 56% (95% CI) e especificidade = 52% (95% CI). (C) Proteina GSH-Px.
Sensibilidade = 78% (95% ClI) e especificidade = 52% (95% CI). IC = Intervalo de confianca.
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As cadelas foram acompanhadas de 30 a 540 dias com média de 448 dias. Para analise da
curva de sobrevida, as cadelas foram divididas em grupos de alta e baixa expressdo da enzima
usando o valor de corte estabelecido pela curva ROC. A baixa expressdo da GSH no tumor foi
relacionada com alta taxa de mortalidade no grupo (p=0,002) (Figura 8A). Ndo houve
correlacdo entre a expressdo da GSTpi (Figura 8B) e GSH-Px (Figura 8C) e a sobrevida
global no grupo (p>0,05).

GSH
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% sobrevivéncia

T T T T T 1
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T T T T T 1
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gy

50
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Figura 8. Sobrevida global das cadelas do grupo total (n=30) com alta e baixa expressdo das
proteinas. (A) Sobrevida das cadelas com relacdo a expressdo da GSH (ponto de corte
selecionado = M.O.D. = 197 a.u.) (p=0.002 / OR. 0.07 / I.C. 95%: 0.02 to 0.43). (B)
Sobrevida das cadelas com relacdo a expressdo da GSTPi (ponto de corte selecionado =
M.O.D. = 206 a.u.) (p>0.05/ OR. 1.75 / I.C. 95%: 0.43 to 7.02). (C) Sobrevida das cadelas
com relacdo a expressdao da GSH-Px (ponto de corte selecionado = M.O.D. = 197 a.u.)
(p>0.05/0R. 2.72 / 1.C. 95%: 0.62 to 10.13). OR= odds ratio; I.C. = Intervalo de confianca.
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2. Expresséo génica da cultura celular

A analise da expressdo relativa dos genes responsaveis pela sintese da GSH e da GSH-Px
pela técnica de PCR quantitativo foi realizada a partir das células cultivadas, provenientes de
fragmentos tumorais de 10 cadelas com neoplasia mamaria. A expressdo génica foi verificada

em células tratadas e em células ndo tratadas com quimioterapico de rotina (doxorrubicina).

2.1. Imunocitoquimica

Os resultados da imunocitoquimica das células tumorais in vitro mostraram que a
maioria era de células epiteliais (positivo para citoqueratina), assim como as mioepiteliais
(positivo para calponina) e eventualmente alguns fibroblastos teciduais (positivo para
vimentina) (Figura 9).

Figura 9: Fotomicrografia de cultivo celular de células de neoplasia mamaria de cadelas. (A).

Imunomarcacdo positiva para calponina. (B). Imunomarcagéo positiva para vimentina.

2.2. Curva de crescimento das células in vitro

Nas curvas de crescimento das 10 amostras tumorais cultivadas foi observada uma

diferenca significativa entre as placas controle (sem a aplicacdo do quimioterapico) e as

placas com a aplicacdo da Doxorrubicina.
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Nas placas controle as células se mantinham em crescimento a cada dia observado,
enquanto nas placas com células tratadas com a doxorrubicina houve diminuicdo do nimero
de células a cada dia chegando a zero entre 0 quarto e sexto dia de observacdo, confirmando

assim a eficacia do farmaco (Figura 10).

18

l 1 2 3 a 5 |
Figura 10: Curva de crescimento das 10 amostras da cultura celular mostrando o crescimento
das células ndo tratadas com a doxorrubicina (linha vermelha) e das células tratadas com a

doxorrubicina (linha azul).

2.3. PCR em Tempo Real (QPCR)

Os resultados de expressdo génica realizados no material extraido das culturas de
células tumorais controle e tratadas com doxorrubicina mostraram diferencas nas expressdes

para cada gene estudado conforme descricdo individual que se segue:
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Glutamato cisteina ligase (GCLC)

Houve diminuicdo da expressédo do gene GCLC (apresentado graficamente na Figura
11) apbés a aplicacdo do quimioterapico em 100% das (p=0,0001) (apresentado

estatisticamente na Figura 12).

Figura 11. Expressdo quantitativa do gene GCLC em células de tumores mamarios, ndo tratadas
com doxorrubicina [controle (barras pretas)] e expostas ao quimioterapico (barras cinzas).

Valores da expressdao génica em Logs. Pool — vide pag. 43

GCLC

Figura 12. Expressdo quantitativa dos gene GCLC em células de tumores mamarios tratadas
com a doxorrubicina (barra vermelha) e ndo expostas ao quimioterapico (barra cinza). * nivel

de significancia para o teste ndo paramétrico U de Mann-Whitney (p=0,0001).
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Glutationa sintetase (GSS)

O gene GSS também apresentou menor expressao (apresentado graficamente na Figura
13) apdés o tratamento com o farmaco em 90% das amostras (p=0,001) (apresentado

estatisticamente na Figura 14).

Figura 13. Expressdo quantitativa dos gene GSS em células de tumores mamarios ndo tratadas com
a doxorrubicina [controle (barras pretas)] e expostas ao quimioterapico (barras cinzas). Valores da

expressdo génica em Logs. Pool - vide pag. 43

GSs

Figura 14. Expressao quantitativa dos gene GSS em células de tumores mamarios tratadas com a
doxorrubicina (barra vermelha) e ndo expostas ao quimioterdpico (barra cinza). * nivel de

significancia para o teste ndo parametrico U de Mann-Whitney (p=0,001).
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Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

Ndo houve diferenca estatisticamente significante da expressdo do gene GSH-Px
(apresentado graficamente na Figura 15) em relacdo ao grupo controle e o grupo tratado com

a doxorrubicina (p>0,05) (apresentado estatisticamente na Figura 16).

Figura 15. Expresséo quantitativa dos gene GSH-Px em células de tumores mamarios néo tratadas
com a doxorrubicina [controle (barras pretas)] e expostas ao quimioterapico (barras cinzas). Valores

da expressdo génica em Logs. Pool — vide pag. 43

GSH-Px

RQ

1

Figura 16. Expressdo quantitativa dos gene GSH-Px em células de tumores mamarios tratadas com

a doxorrubicina (barra vermelha) e ndo expostas ao quimioterapico (barra cinza).
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3. Procedimento bioquimico

O estudo foi realizado de forma a estabelecer a intensidade do estresse oxidativo, através
da quantificacdo da peroxidacdo lipidica pela dosagem do MDA e do potencial antioxidante

mensurado pelo TEAC no sangue de cadelas com neoplasias mamarias.

3.1 Malondialdeido (MDA)

Houve aumento significante no nivel de peroxidagdo lipidica dosada pelo MDA na
segunda coleta comparada com a primeira coleta (p=0,03) (Figura 17) e entre a segunda coleta
e 0 grupo controle (p= 0,002) (Figura 18). Nao houve resultado significante em relacdo as
outras coletas (p>0,05).

Em relacdo aos niveis de MDA um més apés a retirada do tumor, houve aumento
significante nas cadelas que vieram a 6bito em relacdo as cadelas que continuaram vivas
(p=0,01) (Figura 19).
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Figura 17. Niveis de malondialdeido no grupo | e grupo Il (p=0.03 / I.C. 95%: -226.6 to -

6.015) I.C. = Intervalo de confiancga. *valor significativo no teste t de student.
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Figura 18. Niveis de malondialdeido entre no grupo controle e grupo Il (p=0.002 / 1.C. 95%:
-240.2 to -55.85) I.C. = Intervalo de confianga. *valor significativo no teste t de student.
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Figura 19. Niveis de malondialdeido entre as cadelas que vieram a Obito e as cadelas que

continuaram vivas (p=0.01 / I.C. 95%: 54.33 to 439.7) I.C. = Intervalo de confianga. *valor

significativo no teste t de student.

3.2. Capacidade antioxidante total em equivaléncia ao Trolox (TEAC)

Na dosagem do TEAC ndo houve correlacdo significante entre os quatro periodos das

coletas e entre o grupo controle (p>0,05) (Figura 20).
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Figura 20. Mensuracdo do TEAC entre os quatro periodos de coletas e entre po grupo

controle (p>0.05).
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V. DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliada a expressao das proteinas glutationa, glutationa S transferase
pi e glutationa peroxidase em cadelas com neoplasia mamaria em um estudo
imunohistoquimico e bioquimico validado pela expressdo génica verificada no cultivo celular
primario. A expressdo da GSH e das enzimas GSTpi e GSH-Px foi avaliada correlacionando-
as com os dados clinicos e patoldgicos das cadelas. Neste contexto, quando relacionada a
expressdo imunohistoquimica da GSH e das enzimas GSTpi e GSH-Px com o fator idade,
tempo de evolugdo, grau histologico, estadiamento clinico, nimero de nédulos e irrigacdo
tumoral ndo foram obtidas relagBes estatisticamente significantes. O mesmo ocorreu em
estudos de Kasapovi¢ et al. (2010) que verificaram a atividade da GSH e GSH-Px no sangue
de mulheres com cancer de mama como resposta a quimioterapia, sem correlagdo com a
idade.

No periodo de um ano e seis meses de acompanhamento das cadelas, ndo foram
observados resultados significantes quando comparada a expressdo da GSTpi e GSH-Px com
metastase e ébito, diferente do encontrado por Buser et al. (1997) que detectaram atividade
maior de GST em tumores de mama com presenca de metastase.

Houve aumento da expressdo da GSH em tumores com auséncia de ulceragdo, sem
mestastase e com baixa taxa de mortalidade até o final do seguimento. Ao contrario, em
pacientes com cancer de mama, Ballatori et al. (2009) demonstraram que o alto nivel de GSH
aumenta a capacidade antioxidante das células neoplésicas, tornando-as resistentes a
qguimioterapia. Assim, a alta expressdo da GSH pode ter caracterizado a baixa resposta a
quimioterapia nas pacientes analisadas nesse estudo, contribuindo para o desenvolvimento de
metastases (BALLATORE et al., 2009).

Conforme descrito anteriormente, a GSH em conjugacdo com a GST-pi e GSHPx tem
um papel importante na defesa antioxidante das células tumorais, dando a elas vantagem
sobre as células sadias. Assim, os resultados obtidos pela técnica de imunohistoquimica
demonstram que a alta acdo da GSH teve relagdo com melhor prognéstico em cadelas com
neoplasia mamaria, devido provavelmente, a menor intensidade da atividade das enzimas
GSTPi e GSH-Px, que atuam em conjugacéo a ela.

Apesar dos reconhecidos avancos na identificacdo de genes envolvidos no
crescimento, progressdo e resisténcia de tumores a farmacos, 0 modo como esses genes
participam, interagem e sdo regulados nesses processos, ainda ndo esta esclarecido. A

compreensdo de como marcadores moleculares estdo associados com resposta terapéutica é
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indispensavel para a escolha do tratamento adequado. A capacidade para o estabelecimento de
culturas primérias de células tumorais é um importante pré-requisito na pesquisa do cancer,
permitindo o estudo de fatores progndsticos e agentes terapéuticos. Além disso, esta é a
melhor forma de avaliacdo do valor preditivo de um tratamento adjuvante, que pode ser
aplicado prontamente para o paciente com cancer (HOOD e PARHAM, 1998).

A possibilidade de serem testados farmacos quimioterapicos antes do uso em pacientes
e a utilizacdo conjunta com fatores de crescimento e agentes que desencadeiam apoptose
demonstram a potencialidade desse modelo experimental (OLIVEIRA et al., 2005) que
poderia ser incluido na rotina de hospitais especializados. Culturas de células primarias tem
sido usadas com sucesso, no intuito de obter resposta a exposi¢do a quimioterapicos e apoiar 0
desenvolvimento de novos farmacos anti-cancer (CREE et al., 2010).

No experimento in vitro realizado neste estudo para validar os dados obtidos pela
imunohistoquimica, foi verificada a influéncia do quimioterapico doxorrubicina na expressao
dos genes que sintetizam as enzimas precursoras da GSH e do gene que expressa a proteina
GSH-Px. De acordo com as curvas de crescimento da cultura celular, a doxorrubicina se
mostrou eficaz em causar a morte das células tumorais. Além disso, ap6s a exposicao a este
farmaco, o gene GCLC, que sintetiza a enzima glutamato cisteina ligase que catalisa o
primeiro passo da sintese da GSH, apresentou-se subexpresso em 100% das amostras, € a
expressdo do gene GSS que sintetiza a enzima glutationa sintetase que catalisa o segundo e
altimo passo da sintese da GSH, apresentou também subexpressdo em 90% das amostras
analisadas. No entanto, a expresséo do gene GSH-Px ndo foi alterada.

Diversos estudos demonstram que apds a exposi¢ao in vitro com a doxorrubicina ou
farmacos semelhantes, alteracBes na expressao dos genes responsaveis pela sintese dessas
proteinas normalmente ocorrem. Os resultados aqui encontrados estdo de acordo com o estudo
de Ozkan e Fiskin (2006), no qual, a aplicacdo do quimioterdpico epirrubicina, um analogo
estrutural da doxorrubicina, em células neoplasicas da mama, diminuiu a atividade da GSH
apos 24 horas de exposicdo in vitro.

Estudos sugerem que a grande producdo de ROS no tratamento com doxorrubicina é
responsavel pela citotoxicidade nas células neoplésicas e, em consequéncia disso, essas
células superexpressam genes responsaveis pela sintese de antioxidantes como a GSH e GSH-
Px tornando-se resistentes aos danos oxidativos (GAUDIANO et al., 2000). Han et al. (2007),
utilizando linhagem celular de carcinoma mamario (MCF-7), observaram que ha maior
sensibilidade a doxorrubicina a medida que os niveis de GSH diminuem. Ao contrério, Di et

al. (2009) demonstraram que a superexpressdo da GSH ndo impediu a apoptose em células
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tumorais quando tratadas com doxorrubicina, sugerindo que a citotoxicidade desse farmaco
nao esta diretamente relacionada & producao de ROS.

Provavelmente, a relacdo entre altas concentracbes de GSTpi e a resisténcia a
quimioterapicos esta associada a capacidade celular em promover a conjugacdo desses
farmacos com a GSH reduzindo a entrada da droga no ndcleo. Alguns autores sugerem que a
inibicdo da GSH leva ao acimulo dos quimioterapicos no nudcleo das células tumorais
(BENDERRA et al., 2000; LAPENSEE et al., 2009) enquanto outros, que a resisténcia a
doxorrubicina ou outros farmacos semelhantes ndo esta diretamente relacionada com a
conjugacdo do quimioterapico com a GSH (GAUDIANO et al. 2000).

A resisténcia ao agente antineoplasico cisplatina, por exemplo, tem sido associada com
a alta expressdo da enzima gama glutamil transpeptidase localizada na membrana celular,
responsavel pela degradacdo da GSH em seus aminoacidos constituintes. Assim, apesar dos
tratamentos citotoxicos levarem a diminuicdo das concentragdes intracelulares de GSH, a
enzima gama glutamil transpeptidase hidrolisa a GSH sérica, dando para as células os
aminodacidos necessarios para a reposicdo da GSH intracelular (HANING e PILOT 1985). A
gama glutamil transpeptidase é principalmente encontrada nas células do figado e rim, no
entanto, a resisténcia a quimioterapicos associada a altas concentracGes dessa enzima foi
relatada em diversos tipos de cancer incluindo alguns tumores de mama (HANING e PILOT
1985).

Nesse contexto, diversas pesquisas dedicam-se a identificar agentes terapéuticos que
possam aumentar a eficacia dos quimioterdpicos convencionais e/ou reverter o fenétipo de
MDR nas células neoplasicas (ZHU et al., 2002; LI et al., 2000). N&do se sabe exatamente
quais alteracBes intracelulares sdo responsaveis por essa resisténcia. Sugere-se que altas
concentracfes de GSH, GSH-Px e GSTpi, independente de outras alteragBes intracelulares,
ndo contribuem de modo decisivo para a MDR (LORUSSO et al., 2009; PEZZOLA et al.,
2010). Apesar da relacdo entre a alta expressdo desses genes e a MDR, alguns estudos
sugerem que o0 uso de agentes que levam ao aumento das concentracdes de GSH, GSH-Px e
GSTs durante o tratamento quimioterapico € um caminho promissor para reduzir os efeitos
colaterais da quimioterapia em pacientes com cancer de mama (ATUKEREN et al., 2010;
MURALIKRISHNAnN et al., 2010; SUHAIL et al., 2011).

Assim, no experimento in vitro, em que as células tratadas apresentaram baixa
expressao da GSH nas cadelas estudadas, também ndo ocorreu alteracdo significante na
expressdo génica da GSH-Px. Isso pode ser explicado com base na atuacdo conjunta da GSH

e da GSH-Px. A GSH-Px possui selénio no seu sitio catalitico e utiliza a GSH como doador
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de elétrons para reducdo de H,O, em H,O (VALKO et al., 2007; BALLATORI et al., 2009).
Portanto, a baixa expressdo dos genes que aumentam a producéo da GSH e a ndo alteracdo da
GSH-Px neste estudo, sugerem que elas ndo estdo garantindo a defesa oxidante as células
neoplasicas tornando-as sensiveis ao quimioterapico.

Com relagdo ao nivel de estresse oxidativo foi realizado neste estudo analise sérica de
MDA, um produto da peroxidacdo lipidica produzido durante o ataque dos radicais livres as
lipoproteinas da membrana e acidos graxos poliinsaturados (YANG et al., 2006).

Alguns autores tem demonstrado aumento da peroxidagdo lipidica e aumento dos
niveis de MDA detectados em tecidos mamarios de pacientes com cancer de mama (NATH et
al. 1995; WANG et al. 1996; HUANG et al. 1999). Os produtos das reacdes de peroxidacéo
lipidica no soro de pacientes com cancer de mama foram analisados por Punnonen, et al. 1994
que descobriram que os niveis séricos de MDA estavam elevados em pacientes com cancer de
mama. Neste estudo, entretanto, ndo foram encontrados niveis elevados de MDA no soro das
cadelas com neoplasia mamaria comparado com as cadelas do grupo controle. Porém,
observou-se alto nivel de MDA no soro das cadelas da segunda coleta (um més apos a
cirurgia) em relacdo ao soro coletado no momento cirdrgico e em relagdo ao soro das cadelas
do grupo controle. Esse resultado pode ser explicado pelo fato do estresse oxidativo estar
fortemente associado as fases da cicatrizagdo, periodo em que foi realizada a segunda coleta.
ROS tém um papel significativo potencializando a fase inflamatéria, com efeito direto sobre o
recrutamento e ativacdo de plaguetas, aléem de quimiotaxia de neutréfilos. ROS também
podem ajudar na epitelizacdo de feridas por ativar a expressao de colagenase e mediar a
sinalizagdo do fator de crescimento epidérmico (SEN et al., 2003, PARK et al., 2011).

Nesse contexto, nota-se que € necessario esclarecer 0 mecanismo de acdo dos agentes
antioxidantes e do estresse oxidativo na resisténcia celular e seu real valor progndéstico.
(HUANG et al., 2003; HAAS et al., 2006). O conhecimento da acdo da GSH e suas enzimas,
bem como dos ROS nos diversos processos bioldgicos relacionados tende a se expandir. O
avancgo das técnicas de andlise e localizacdo dos agentes oxidantes e antioxidantes revelara
muitas oportunidades para o desenvolvimento de intervencdes terapéuticas para o tratamento
do céancer e muitas outras doencas relacionadas aos niveis de estresse oxidativo (HUBER et
al., 2008).
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VI. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

o A alta expressdo da proteina GSH nas células neoplasicas mamarias de cadelas esta
associada a melhor evolucdo clinica, inclusive ao maior tempo de sobrevida global dessas
cadelas. Portanto, a alta expressdo dessa proteina demonstra exercer um papel importante na
protecdo contra células tumorais, e sugere-se sua utilizacdo como marcador progndstico em

cadelas com neoplasia mamaria.

o A validacdo dos resultados através da aplicacdo do quimioterdpico doxorrubicina nas
células neoplasicas mamarias in vitro mostrou-se eficaz em induzir a morte celular, reduzindo
a expressdo dos genes GCLC e GSS, responsaveis pela sintese do importante antioxidante
endogeno, o GSH. Assim, estes genes podem ser indicados como candidatos marcadores
preditivos da resposta terapéutica ao cancer de mama e mais estudos devem ser realizados
para corroborar o envolvimento desses genes na progressao das neoplasias mamarias em

cadelas.

o Os testes bioquimicos ndo trouxeram resultados significativos neste trabalho. O
aumento dos niveis de MDA, indicativo de peroxidagao lipidica, parece estar relacionado com
a fase de cicatrizacdo da cirurgia na retirada do tumor de mama em cadelas, sem aparente

relacdo com a atividade tumoral.
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VIIl. APENDICE

Apéndice A: Protocolos de preparo das solucdes.

! BSA PBS---------- 12 mL
2157 — 059

2PBS Cloreto de SOdi0 ----------nn=mmmrmmmmmmmmna- --16,36 g
Fosfato de Sodio Dibasico ------------=-=-=-=nmun-- 2,19

Fosfato de S6dio Monobaésico di-hidratado --- 0,6 ¢

Agua Destilada -----=---====mmnmmmm oo 2000 mL

® Tampao citrato (pH 6,0) Acido Citrico -------- 2,19
Agua Destilada ---- 1000mL

Solucéo de hidréxido de sddio (NaOH) para regulagdo do pH do acido citrico

Agua Destilada --- 20 ml
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IX.  ANEXOS

ANEXO A - Modelo do Termo de Consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
D¢ acordo com os principios élicos estabelecidos na Lei n® 11.794/2008 ¢ na resolugdio n® T14/2002)

Titulo da Pesquisa: “Detecgio de potenciais marcadores prognosticos e preditivos em
neoplasia mamana de cadelas™

= "Avaliagio do CA 15-3, IL-8, IL-12 ¢ DNA livre circulante como marcadores
prognosticos no soro sanguined de cadelas com neoplasia mamaria”

= “Avaliagio da glutationa e de suas enzimas, e do estresse oxidativo, como marcadores
prognosticos e preditivos de neoplasia mamaria em cadelas”™

Pesquisadores Responsdveis: ProP Dra. Debora A P. C Zuccant ~ Coordenadora /
Crabriela Bottaro Celaleti — Mestranda / Camila Leonel da Silva — Treinamento Técnico

Para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no cancer de mama em
cadelas, os pesquisadores estio desenvolvendo uma pesquisa cientifica que podera
melhorar o nosso conhecimento sobre esse tumor e, portanto oferecer novas possibilidades
de tratamento e de melhora na qualidade de vida dos nossos animais de estimagio.

A O estudo tem como objetivo avaliar o papel das proteinas CA 15-3, IL-8 e [L-12 e do
DMNA livre circulante em cadelas em diferentes momentos, além de avaliar o papel da
proteina glutationa e suas enzimas relacionadas; a fim de verificar a relagiio entre os
valores e utilizd-los como marcadores de crescimento tumoral e no surgimento de
metistases

B. Sera coletada uma amostra sanguinea do animal (3 mL) no momento da cirurgia ¢
posteriores coletas seriie feitas: um més apds a cirurgia, seis meses apos a cirurgia e 18
meses apos a clnurgia,

C. Apds a cirurgia para retirada do tumor serd cortado parte deste material, um pedacinho
que serd enviado ao laboratario para diagnostico histopatolégico. Néo havera mudanga
na lécnica cirurgica para esta coleta,

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador sobre a
utilizag@io para estudo de amostra sanguinea ¢ um fragmento da lesdo tumoral (pedacinho
de 1 cm do tumor) a ser retirado durante o procedimento cirurgico, ja estipulado no
tratamento, consinto em participar livre ¢ espontaneamente deste estudo e me comprometa
a manter contato com © grupo para as 3 coletas subsegiientes em | més, 6 meses & 18 meses

apis a clirurgia

Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questdo. E comprometo-me a
conceder a coleta de amostras sanguineas da minha cadela durante os quatro periodos da
pesquisa e ainda, comprometo-me a manter o pesquisador informado no caso de mudanga
de enderego ou telefone.
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Nome do{a) proprietariofa);

Nome da cadela.

Idade da cadela:

Data em que o tumor foi observado pelo proprietano:
Data em que o animal foi levado para consulta:

Data do diagnéstica do wmor pelo profissional

Inicio do tratamenito;

Endereco residencial: n®

Bairro: Telefone residencial: Celular:

DAIA ool irnsnnsalsesnssnansansd ASSiDAtUCA:

Declaragio de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios deste
estudo  Coloquei-me a disposi¢io para perguntas e respondi a todas, Obtive o
consentimento de maneira livre ¢ me coloquer a disposiglo par esclarecimento de qualquer
divida sobre o cstudo pelos enderegos abavo indicados

MNome dola) pesquisador:

Data:. e iinesnined, ABSIOBIIIAL. ooy ressssctsss st inias
Inscrigio no Conselho Regional: ..

Frofa. Dra Debora AP C Zuccari = Unidade de Pesquisa em Genética ¢ Biologia Molecular —
UPGEM

Av Brigadeiro Fana Lima. n® 3416 FAMERP - Faculdade de Medicina de Siio Jase do Ruo Preto
S50 José do Rio Preto. SP - CEP 1 5094-(K)

Fone: (17) 3201-5%83

e-mail: i fams
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ANEXO B - Modelo da Ficha Clinica do animal

FIC LINICA n"

RGHospital
Data de atendimento.
Proprictario:
Telefone:
Residente responsavel:

Raga: Idade: Peso:
Sexo: F( ) M()
Tecido ou orgdo afetado:
Historia clinica: recidiva? ( )
tempo de evolugdo: Imés( )  atc 6meses( ) maisde6meses( )
metistase? ( )

Localizagdo:

Dimensdes do wmor (T): A % {em)
T0 - ausénoia do tumer primdrio evidente ou auséncia de recidiva
T1-<3cm
TZ-entre 3 e 3cm
T3 ~5cm

Envolvimento de linfonodos regionais.
NO - sem envolvimento evidenie
M1 - envolvimento unilateral MNla - maveis N1b - fixos
M2 - envolvimento bilateral N2a - mbveis N2b - fiscos
Ouanta 4 confirmagio histologica de envolvimento de linfonodos: () ou (+)

Metistase a distinon!
MO - sem metastases evidentes
a1 - methstases i distdncia incluindo linfanndos nfio regunas
Mz - impossivel avaliar existéncia de melastases

Caracteristicas do rumor,
forma arredondada( ) lobulada ( ) cistica( )

hemorragia’ ulceraglio ( ) necrose ( i odor( )
secrecdn’ tipo:

coloragio:

séssil () pedunculado ( ) encapsulado ( )
consisténcia: dura ( ) mole( }

cardter infiltrativo: sim ( ) néo ()
superficie externa: lisa ( ) granular ( ) brilhante ( ) nodular { )
irrigagiio: escassa( ) abundante ( ) moderada { )
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