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CLASSIFICACAO FENOTIPICA PROGNOSTICA PARA NEOPLASMAS
MAMARIOS DE CADELAS

RESUMO - O céancer de mama é uma doenca heterogénea. Em
mulheres esta estabelecido um perfil imuno-histoquimico para utilizacdo na
rotina clinica de pacientes com céancer de mama. Os fendtipos luminal A,
luminal B, HER2 superexpresso e triplo negativo apresentam diferencas
prognosticas e preditivas. Entretanto, para a neoplasmas mamarios em
cadelas, ndo had uma classificacdo fenotipica definida. As diferencas
progndsticas entre os fenoétipos séo atribuidas as assinaturas do tumor. Os
estudos génicos possibilitam averiguar o perfil genético da doenca e a
identificacdo de novos marcadores moleculares. O objetivo do estudo foi propor
uma classificacao fenotipica para a determinacao de quatro fenétipos: luminal
A, luminal B, HER2 superexpresso e triplo negativo, bem como avaliar a
imunoexpressao dos marcadores anti-E-caderina, anti-claudinas 1, 3, 4, 7 e do
anti-CD24 e anti-CD44. Na segunda etapa do estudo, objetivou-se avaliar o
perfil de expressédo génica global dos carcinomas de mama e a diferenca de
expressdo génica entre os grupos fenotipicos. Para a avaliagdo imuno-
histoquimica, o grupo experimental foi composto por 110 amostras de cancer
de mama dispostas em laminas de tissue microarray. Obteve-se 42 tumores
luminal A, 41 Iluminal B, 17 triplo negativo e 10 HER2 superexpresso.
Constatou-se que estes Ultimos apresentam fenotipos mais agressivos e com
menores sobrevidas. A expressao positiva da E-caderina foi mais acentuada
nos grupos luminal A e luminal B, j& a negativa no triplo negativo e no HER2
superexpresso. O padrdo das expressdes das claudinas 1, 3, 4 e 7 foi
semelhante entre os subfendtipos. As células-tronco tumorais foram
relacionadas aos graus histolégicos mais agressivos (Il e 1ll). Para a avaliacao
da expressdo génica foram usadas 12 amostras de carcinoma mamario de
cadelas e quatro mamas normais. Nao foi evidenciada diferenca na expressao
génica entre os grupos luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e triplo
negativo pelo microarranjo. O perfil génico global das neoplasias estudadas
mostrou 878 genes superexpressos e 821 genes subexpressos. A analise de
enriguecimento aplicada aos genes superexpressos apontou o gene HYAL-1
como um potencial marcador diagnostico e de recidiva. O PCR confirmou esse
resultado. Conclui-se que a classificacdo molecular é uma ferramenta
importante para a avaliacdo progndstica dos pacientes com neoplasmas
mamarios. O gene HYAL-1 diferencialmente expresso participa da via de
sinalizagdo metabdlica relacionada a carcinogénese maméria e a
superexpressao esta relacionada com o desenvolvimento do cancer e a
recidiva.

Palavras-chave: cadelas, classificacdo, expressao génica, HYAL-1, neoplasias
da mama, progndéstico.
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PROGNOSTIC PHENOTYPIC CLASSIFICATION FOR MAMMARY TUMORS
IN BITCHES

ABSTRACT - The mammary cancer is a heterogeneous disease. In
women, an immunohistochemical profile is established for use in the clinical
routine of patients with breast cancer. The luminal A, luminal B, HER2
overexpressed and triple negative phenotypes present prognostic and
predictive differences. However for mammary neoplasms in bitches, there is no
definite phenotypic classification. Prognostic differences between phenotypes
are attributed to tumor signatures. Genetic studies make it possible to ascertain
the genetic profile of the disease and the identification of new molecular
markers. The objective of the study was to propose a phenotypic classification
for the determination of four phenotypes in bitches: luminal A, luminal B, HER2
overexpressed and triple negative, as well as to evaluate the
immunoexpression of the anti-E-cadherin, anti-claudin markers 1, 3, 4, 7 and
anti-CD24 and anti-CD44. In the second stage of the study, the objective was to
evaluate the overall gene expression profile of mammary carcinomas and the
difference in gene expression between the phenotypic groups. For the
immunohistochemical evaluation, the experimental group consisted of 110
mammary cancer samples arranged in tissue microarray slides. 42 luminal A,
41 luminal B, 17 triple negative and 10 HER2 superexpressed tumors were
obtained. It was verified that the latter present more aggressive phenotypes and
with lower survival rates. Positive expression of E-cadherin was more
pronounced in the luminal A and luminal B groups, whereas the negative
expression in triple negative and HER2 overexpressed. The standard
expression of claudins 1, 3, 4 and 7 was similar among subphenotypes. Tumor
stem cells were related to the most aggressive histological grades (Il and Ill).
For the evaluation of gene expression, 12 samples of mammary carcinoma of
bitches and four normal breasts were used. There was no difference in gene
expression between the luminal A, luminal B, HER2 superexpressed and triple
negative groups by the microarray. The overall gene profile of the neoplasms
studied showed 878 overexpressed genes and 821 underexpressed genes. The
enrichment analysis applied to the overexpressed genes pointed to the HYAL-1
gene as a potential diagnostic and relapse marker. PCR confirmed this result. It
is concluded that molecular classification is an important tool for the prognostic
evaluation of patients with breast neoplasms. The differentially expressed
HYAL-1 gene participates in the metabolic signaling pathway related to
mammary carcinogenesis and overexpression is related to the development of
cancer and relapse.

Keywords: dogs, classification, gene expression, mammary cancer, prognosis,
HYAL-1.
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1. INTRODUGCAO

Estima-se que os tumores de mama de cadelas compreendem 52% de todos
0S neoplasmas que acometem tais pacientes (BRODY et al., 1985; ALL-DISSI et al.,
2010) e destes 41% a 53 % sao malignos (LANA et al.,, 2007; ALL-DISSI et al.,
2010). Entretanto, pesquisas brasileiras mostram que a incidéncia dos tumores
mamarios malignos varia entre 60% a 82% (FELICIANO ET al., 2012, OLIVEIRA
FILHO et al., 2010). Trata-se, portanto, de uma enfermidade de grande importancia,
em especial devido a alta taxa de mortalidade e morbidade nessa espécie
(ZUCCARI et al., 2008; MANUALLI, 2012).

Indicadores progndsticos clinicos e histopatoldgicos para a doenga sao muito
estudados e considerados como parametros importantes para a determinagédo do
possivel curso e evolugdo da moléstia (LANA et al.,, 2007, CASSALI et al., 2013).
Entretanto, ainda séo incipientes e ndo sao capazes de determinar fatores preditivos
e prognosticos precisos (ZUCCARI et al., 2008).

Todas as classificacdes histopatolégicas para tumores de mama em cadelas
descritas na literatura falham em definir possiveis diferencas comportamentais entre
0s subtipos histolégicos, em especial nos tumores que recebem 0 mesmo
diagnéstico e em pacientes com mesmo estagio da doenca. Diante disso, 0s
fendtipos das células vislumbram uma nova ferramenta que contribui para o
entendimento da biologia tumoral (ZUCCARI et al., 2008).

Diante do exposto, a analise da expressao imuno-histoquimica de marcadores
progndésticos e preditivos nos cancer de mama se revela como uma modalidade
diagnéstica importante. O que permite o melhor conhecimento da biologia e
comportamento da neoplasia, oferecendo uma avaliacdo mais acurada do
prognostico, diagnostico e tratamento dessa classe tumoral (BODEY, 2002,
ZUCCARI et al., 2008).

Muitos marcadores imuno-histoquimicos foram propostos e hoje ja esta
estabelecido um painel para utilizacdo na rotina clinica de mulheres com cancer de
mama. Este painel compreende o0s receptores hormonais de estrogeno e
progesterona, o oncogene HER-2/neu, o marcador de proliferagéo celular Ki-67 e o

supressor tumoral p53 (ZUCCARI et al., 2008). Todavia, ha medicina veterinaria, ha



poucas pesquisas relacionadas com o assunto e os resultados publicados séao
discrepantes (PENA et al., 2014).

Além destes, a E-caderina, uma molécula de adesdo, € considerada uma
proteina supressora de tumor que reduz a progressao e invasividade das células
neoplasicas, por isso pode ser usada como um marcador progndstico do cancer de
mama (BARANWAL et al., 2009). Em tumores mamarios caninos parece existir uma
significativa correlacdo entre a perda de expressdo das E-caderinas e outros
indicadores conhecidos de prognostico reservado, tais como tamanho do tumor,
ulceracdo, tipo histolégico, tipo de crescimento, metastase em linfonodos e necrose,
indicando que a perda da expressdo pode ter um valor prognostico ruim em
neoplasias mamarias caninas (MATOS et al., 2006).

Com o advento de técnicas que viabilizam o mapeamento das expressdes
genéticas de tecidos identificou-se perfis de neoplasias da glandula mamaria em
mulheres. Perou et al. (1999; 2000) e Sorlie et al. (2001; 2003) mostraram que 0s
carcinomas mamarios de mulheres poderiam ser classificados em subtipos conforme
o perfil de expressdo génica. Assim, a classificacdo progndstica atual para mulheres
portadoras de cancer de mama considera, além dos subtipos histolégicos, os
subtipos moleculares caracterizados nos seguintes fenétipos: Luminal A, Luminal B,
Basal like e HER2 superexpresso (PEROU, 2011). A importancia dessa classificacao
€ denotada pela competéncia progndstica e preditiva para o melhor manejo do
cancer de mama.

Diante do exposto, o objetivo do referido estudo foi propor uma classificacao
fenotipica progndéstica com marcadores imuno-histoquimicos receptor de estrogeno
(RE), receptor de progesterona (RP) e fator de crescimento epidérmico humano — 2
(HER2) para o cancer de mama em cadelas baseada em quatro perfis: luminal A
(RE* e/ou RP", HER2), luminal B (RE" e/ou RP*, HER2"), HER2 superexpresso
(RE’, RP", HER2") e triplo negativo (RE", RP" e HER2) e associa-los & expresséo da
E-caderina. Apos a classificacdo fenotipica, verificou-se o perfil de expressao
génica entre os fenotipos e a expressao génica global dos carcinomas para a busca
e identificacdo de novos marcadores de diagnostico, de prognéstico e de

malignidade para a enfermidade nessa espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Glandula Mamaéria

As glandulas mamarias sdo apéndices epidérmicos originadas a partir de
glandulas sudoriparas apOcrinas. Sao 6rgaos secretérios encontrados apenas em
mamiferos e sdo constituidos por uma rede de ductos circundados por um estroma
fibrovascular rico em adipécitos (SORENMO et al., 2011; MACIAS & HINCH, 2012).

O epitélio maméario é formado por dois principais tipos celulares: basal e
luminal. O epitélio basal é composto por células mioepiteliais, as quais geram a
camada exterior da glandula. O epitélio luminal compreende os ductos e os alvéolos
secretores, além de conter as células epiteliais (MACIAS & HINCH, 2012).

Durante o desenvolvimento da glandula maméaria é possivel identificar trés
grandes fases: a embrionaria, a pubere e a reprodutiva. E importante salientar que
grande parte dos mecanismos envolvidos nessas etapas foi obtida a partir de
estudos em roedores (MACIAS & HINCH, 2012). A figura 1 mostra as modificacdes
que ocorrem na glandula mamaria durante o processo de desenvolvimento desse

orgao.
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Figura 1: Representacdo esquematica das fases do desenvolvimento da glandula
mamaria do rato. Observa-se, na fase pré - pubere (A), um rudimentar sistema de
ductos. Na puberdade (B), a ramificacdo da &arvore ductal € estimulada pelo
estrogeno. Nessa fase, ocorre o alongamento, ramificagdo e prolongamento dos
tubulos terminais. Na gestacdo (C, D e F), as alteracdes morfolégicas estédo
relacionadas a alveologénese, a qual € modulada pelos horménios progesterona e
prolactina. A progesterona estimula a formacéo e proliferacdo alveolar (aumentam
em tamanho e nimero) e, em conjunto com a prolactina, promove a diferenciacéo
alveolar para a sintese de leite durante o periodo da lactacdo. A involucdo (F) é
caracterizada pela perda do epitélio alveolar (apoptose) secretor apdés o desmame,
em especial pela diminuicdo dos niveis hormonais (prolactina) e aumento da
atividade enzimatica que acarreta na degradacdo da matriz extracelular. Adaptado
de Watson & Khaled (2008).




2.2 O Cancer de Mama em Cadelas

2.2.1 Definicéo

O céancer é resultado do acumulo de alteragbes genéticas e/ou epigenéticas
em oncogenes ou genes supressores tumorais. Tais fenbmenos promovem o
desequilibrio da homeostase celular e a aquisicdo de diferentes habilidades que
sustentam a formacdo, a manutencdo e progressdo da doenca (HANAHAN,
WEINBERG, 2011).

2.2.2 Epidemiologia

O cancer de mama é a neoplasia mais comum em cadelas nao castradas, ou
castradas tardiamente (EGENVAL et al., 2010). Compreendem 52% de todos os
neoplasmas que acometem tais pacientes (BRODY; GOLDSCHMIDT; ROSZEL,
1985; AL-DISSI et al, 2010), e, destes 41% a 53 % s&o malignos (LANA,;
RUTTEMAN; WITHROW, 2007; ALL-DISSI et al, 2010). Entretanto, pesquisas
brasileiras mostram que os tumores malignos compreendem 60% a 82% dos
diagnésticos histopatolégicos das neoplasias mamarias (VARALLO et al., 2012,
FELICIANO et al., 2012). Oliveira Filho et al. (2010) realizaram um estudo que
contemplou 1.647 tumores mamarios de cédes e estabeleceram uma relacéo entre as
formas benignas e malignas de 1: 2,75.

A apresentacdo classica da enfermidade inclui fémeas de meia-idade a
idosas, entre sete a 12 anos de idade e com o envolvimento de mais de uma
glandula (VARALLO et al., 2012). A afec¢cdo pode ocorrer em fémeas caninas de
qualquer raca. Entretanto, estudos mostram maior incidéncia em pacientes de porte
pequeno: miniatura e toy (SLEECKX et al., 2011). As principais racas acometidas
sdo Poodles, Pastores Alemées, Cocker Spaniels, bem como animais sem raca
definida (DE NARDI et al., 2009).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023315001264#bib0190
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1090023315001264#bib0190

2.2.3 Etiopatogenia

A. Fatores de Risco

Apesar da incidéncia da doenca em cadelas sofrer variagdo em diferentes
paises e regides, algumas caracteristicas sdo compartilhadas nessas diferentes
populacdes, dentre elas o status reprodutivo, a idade a raca (SORENMO et al.,
2013).

A exposicdo hormonal € caracterizada como o principal evento para o
desenvolvimento dos neoplasmas mamarios em cadelas. Esse fato € comprovado
pela baixa incidéncia da enfermidade em fémeas castradas, bem como pela
ineficiéncia do efeito preventivo da ovario-histerectomia apés o quarto ano de vida
(SORENMO et al., 2013). O primeiro estudo que demonstrou 0s beneficios da
esterilizacéo precoce foi desenvolvido por Schneider et al. (1969). Os pesquisadores
observaram que o efeito profilatico do procedimento foi maior quando a castracéo foi
realizada antes do primeiro cio, com risco de 0,5% para o surgimento da
enfermidade, o qual aumenta para 8% entre o primeiro e o segundo cio e para 26%
apos o segundo.

Entretanto, € importante salientar que a gonadectomia em pacientes pré-
puberes ou em cadelas com até 16 semanas de idade pode gerar alguns maleficios
aos pacientes. Os efeitos da auséncia do estrogeno e da progesterona podem
repercutir no metabolismo e em varios sistemas do organismo. O ganho de peso € o
efeito mais comumente observado. Desenvolvimento incompleto da vulva,
incontinéncia urinaria, retardo no fechamento das epifises Osseas e distlrbios
musculares também foram relatados nesses pacientes (VOORWALDI et al., 2013).

Os hormdnios ovarianos promovem alteracdes fisioldégicas nas glandulas
mamarias durante o ciclo estral e seus receptores estdo presentes em tecidos
normais e neoplasicos (GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008). O efeito do estrogeno e da
progesterona ocorre por meio da ativacao dos receptores RE e RP, os quais estao
localizados no citoplasma e no nucleo. Entretanto, foi descrito que outros fatores de

crescimento possuem a capacidade de estimular a atividade intrinseca desses



receptores, o que demonstra a complexidade dessa via (ANNETE, 2016). Nas
fémeas caninas, os RE estdo em maior quantidade nos tumores benignos e a
expressdo dos RP diminui  progressivamente a partr de lesbes
hiperplasicas/displasicas, tumores benignos e malignos (CHANG et al., 2009).
Assim, a diminuicdo da expressdao de RE e RP estdo correlacionadas com
prognasticos piores (DE NARDI et al., 2009).

Os disturbios enddcrinos verificados em pacientes com irregularidade no ciclo
estral, cistos foliculares ovarianos, corpo luteo persistente, hiperplasia endometrial e
gravidez psicologica, ndo foram associados ao maior risco de desenvolvimento de
tumor de mama, como demonstrado por BRODEY et al. (1966) e FERGUSSON
(1985)

B. Transic&o Epitélio- Mesenquimal (EMT), Progressdo Tumoral e Metastase

Para entender a transi¢cao epitélio-mesenquimal € necessario compreender as
caracteristicas basicas de um tecido epitelial. Neste, as células formam camadas
uniformes, ou apenas uma monocamada, e estdo intimamente ligadas umas as
outras por estruturas especializadas localizadas nas membranas. As juncdes
celulares e as adesdes entre as células epiteliais séo as responsaveis pela coeséo e
unido celular e, dentre outras funcdes, evitam a motilidade. Além disso, essa coesao
contribui para a manutencdo da homeostasia e da morfologia do tecido. Por conta
disso, o epitélio apresenta polaridade. Isso significa que as superficies basal e apical
séo diferentes, aderindo a diferentes substratos ou apresentando diferentes fungdes.
Abaixo das camadas de células epiteliais encontra-se a membrana basal que separa
células epiteliais das subcamadas das células mesenquimais (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1997).

A matriz extracelular (MEC) esta presente nos tecidos epiteliais, porém em
pouca quantidade. Além de ser uma rede para a estabiliza¢do da estrutura fisica dos
constituintes celulares, favorece o inicio dos processos biomecanicos e bioquimicos
requeridos para a morfogénese, diferenciacdo e homeostase tissular. Outra

importante funcdo desempenhada pela MEC s&@o as interacdes célula-célula e



célula-matriz, responsaveis pela integridade tissular. Possui uma estrutura complexa
formada por proteinas secretadas e glicoconjugados, os quais originam uma rede
molecular capaz de regular as funcbes celulares, como a diferenciacdo e a
expressdo de genes especificos para cada tecido (FRANTZ et al., 2010, de SOUZA
& PINHAL, 2010). Nesse contexto, a dindmica entre a MEC e as células é decisiva
para determinar os comportamentos celulares, tais como morte, diferenciacdo e
motilidade. Estes fenbmenos tém relacdo e importancia em diversos mecanismos,
dentre os quais pode-se citar a inflamacdo, a resposta imune, a transformacao
celular e a metastase (de SOUZA & PINHAL, 2010).

Diante do exposto, o acido hialurénico (AH) € o maior componente da matriz
extracelular. Suas principais funcdes estdo relacionadas a manutencdo da
hidratacdo dos tecidos e a regulacdo da adesdo, migracdo e proliferacdo celular
(JIN-XIANG et al., 2011). A degradacdo do AH é feita pela enzima hialuronidase
(AHase), uma glicoproteina que atua sobre a MEC, alterando a sua composicéo e
estrutura. A AHase tipo 1, codificada pelo gene HYAL-1, € a principal enzima desta
classe. Nivel aumentado dessa hialuronidase pode ser empregado como marcador
bioguimico para a deteccdo de tumores de alto grau em cancer de bexiga e para a
recorréncia em cancer de prostata (POSEY et al., 2003; EKICI et al., 2004).

O gene (HYAL-1) codifica a hialuronidase lisossomal, uma enzima capaz de
degradar o &cido hialurdénico (AH), o principal componente da MEC. Dessa forma,
essa proteina enzimatica atua no microambiente tumoral e pode influenciar na
transicao epitélio-mesenquimal nos processos neoplasicos (CHANMEE et al., 2016).
E importante salientar que as funcbes biofisicas do AH variam conforme o seu
tamanho molecular. Moléculas de baixo peso molecular (PM) induzem a inflamacao,
a angiogénese, a linfangiogénse e a expressdo de metaloproteinases, fatores
importantes para a iniciacdo e progressao tumoral. Dai a importancia do catabolismo
do AH nos diferentes tipos de cancer, a qual é mediada principalmente pelas
hialuronidases, gerando HA de baixo PM. Ja as moléculas de alto PM possuem acgao
anti-angiogénica e imunossupressora (WU et al., 2015; CHANMEE et al., 2016).

A transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) é um processo biolégico que induz
modificacdes bioquimicas, moleculares e morfolégicas nas células epiteliais, as

quais passam a adquirir um fendtipo mesenquimal. Durante esse processo, em



virtude da perda das caracteristicas epiteliais inerentes, bem como da polaridade
celular, observa-se o aumento da capacidade de migracéo, invasao, além de maior
resisténcia a apoptose (KALLURI & WEINBERG, 2009; NIETO & CANO, 2012).

A importancia da EMT durante a progressao de um tumor esta relacionada ao
ganho da capacidade das células neoplasicas epiteliais de infiltrar os tecidos
adjacentes e disseminar metastases para locais distantes. O processo metastatico é
complexo e ndo esta totalmente esclarecido, mas para que ocorra € necessario que
a célula neoplasica supere os sistemas de controle do organismo, modifique o
comportamento e as caracteristicas fenotipicas para, assim, conseguir se adaptar a
novos ambientes e, consequentemente, colonizar outro sitio, conforme representado
na figura 2 (NIETO et al., 2016).



10

Tumor Primario Tumor Primario

Estroma

Invasdo

> ’ Invasio
Simples Coletiva

Intravasao
. ! ;

a0 sanguineo

Extravasdo

Colonizagéo © G

\ Macrometastase

- Fendtipo mesenquimal
Il Fendtipo epitelial

Macrometastase

Figura 2: Representacdo esquemética das fases de disseminacdo metastética.
As células neoplasicas epiteliais sofrem modificacées bioquimicas, moleculares
e morfolégicas para adquirirem o fenétipo de células mesenquimais, o que
caracteriza a transicao epitélio-mesenquimal (EMT). Essas altera¢des reduzem a
coesdo entre os elementos celulares que constituem a lesdo, bem como
favorece a invasdo aos tecidos adjacentes pela degradacdo da matriz
extracelular. A disseminacdo vascular ocorre pela intravasdo das células
cancerigenas tanto pela forma simples quanto pela coletiva (agrupadas). A
extravasao é caracterizada pela saida das células tumorais dos vasos. Nesse
momento, ocorre a reorganizagdo do estroma para a colonizagdo do novo sitio
(micrometastase) e posterior progressdo da doenca (macrometastases).
Adaptado de Diepenbruck & Christofori (2015).
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Distintos processos moleculares estdo envolvidos no fendmeno da EMT. A
ativacdo de fatores de transcricdo, a expressao de proteinas de superficie celular
especificas, a reorganizacdo e expressao de proteinas do citoesqueleto, a producéo
de enzimas que degradam a matriz extracelular e as alteracbes na expressao de
microRNAs especificos sdo acontecimentos relatados. Muitas moléculas que
participam dessa alteracdo fenotipica podem ser usadas como marcadores em
diferentes condicfes (KALLURI & WEINBERG, 2009).

C. Células-Tronco Tumorais

Classicamente, 0 processo de tumorigénese envolve a aquisicdo progressiva
de multiplas mutacBes que, governadas pela selecdo natural, levam a expanséo de
subpopulacdes celulares mais agressivas, contribuindo para a progressao tumoral.
Todavia, uma teoria mais recente, afirma que apenas um pequeno numero de
células que compde a neoplasia € capaz de proliferar e formar novos tumores. As
células com essas habilidades sdo denominadas células-tronco tumorais ou células
iniciadoras (THIAGO, 2006).

De acordo com essa hipétese, um subconjunto definido de células tumorais
tem a capacidade de conduzir o crescimento e a progressdo do processo
neoplasico. As células-tronco tumorais apresentam duas caracteristicas
fundamentais: a autorreplicacdo e a capacidade de se diferenciar em células
maduras. A autorreplicacdo é caracterizada pela multiplicacdo celular, o que permite
0 aumento da massa neoplasica, bem como a génese de novas células iniciadoras
tumorais. JA4 o processo de diferenciacdo permite com que as células tronco-
tumorais originem linhagens especificas de células maduras, o que contribui para a
heterogeneidade tumoral (LOBO et al., 2007).

Devido as células-tronco tumorais ndo poderem ser isoladas e caracterizadas
como uma célula simples, marcadores especificos de superficie de membrana
citoplasmatica foram detectados em neoplasmas mamarios humanos, com
marcacao positiva para CD44 e negativa ou baixa marcacéo para CD24. Linhagens

celulares, derivadas de neoplasmas mamarios caninos, que apresentam capacidade
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de autorrenovacdo (CD44+/CD24-) expressaram altos niveis de aldeido desidro-
genase-1 (ALDH-1) (MICHISHITA et al., 2012) e a expressao deste marcador em
neoplasmas mamarios foi relacionada com um mau prognostico (GINESTIER et al.,
2007).

A molécula de adesdo CD44 é uma proteina de massa molecular de 85 e 90
kDa que é expressa por uma variedade de células do tecido linfatico, cerebral,
hepatico, dos vasos sanguineos e de células inflamatorias (ALLDINGER et al.,
1999). Além disso, os tumores histiociticos, incluindo histiocitoma cutaneo canino e a
histiocitose maligna, expressam CD44 (MOORE et al., 1996). No melanoma maligno
canino foi observada uma expressdo mais intensa do CD44 em comparagcdo com a
contraparte benigna deste tumor (SERRA et al., 2004).

O CD24 é uma molécula de adesé&o tipo mucina identificada como um ligante
alternativo da P-selectina, presente em receptores de plaquetas ativadas e de
células endoteliais cuja expressdo pode aumentar a capacidade de células de
cancer de causar metastase (SIMONETTI et al.,, 2012). As células que foram
fortemente positivas para CD44 e negativas para CD24 (CD44+/ CD24-/low) tiveram
caracteristicas metastaticas em tumor de mama (PHUC et al., 2011). Sugere-se que
as células-tumorais CD44+/ CD24- podem ter comportamento clinico reservado. Em
contraste, outros estudos ndo revelaram uma associacao significativa de CD44 + /
CD24- com um potencial de progresso ou de reincidéncia (BERNARDI et al., 2012).

Magalhdes et al. (2013) também avaliaram 130 amostras de neoplasias
mamarias de cadelas para a deteccdo de células-tronco tumorais. Detectaram o
fenotipo CD247/CD44" em 40 neoplasias, o qual foi associado a um prognostico mais
reservado, pois estava correlacionado aos graus histologicos Il e 1l de malignidade
do tumor.

Magalhdes et al. (2014) observaram que as porcOes epiteliais e
mesenquimais dos carcinossarcomas apresentavam  semelhancas nas
imunomarcacdes para os anticorpos CD44, CD24 e Oct-4 para as ceélulas-tronco
tumorais. A por¢do mesenquimal dos carcinomas em tumores mistos né&o
apresentou marcacdo, provavelmente por serem células bem diferenciadas. As
células epiteliais dos tumores ndo diferiram significativamente quanto a

imunomarcacao para as células progenitoras tumorais
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2.2.4 Potenciais Marcadores para o Cancer de Mama em Cadelas

A desregulagéo do eixo GH/IGF-1 tem sido considerada como a principal
causa da carcinogénese mamaria em mulheres. Em cadelas, também ha evidéncias
do envolvimento de fatores de crescimento e horménios esteroidais no processo de
tumorigénese mamaria. Entretanto, a etiologia nédo esta esclarecida (KLOPFLEISCH
et al., 2011a; SORENMO et al., 2013).

Muitos marcadores imuno-histoquimicos foram propostos e hoje ja esta
estabelecido um painel para utilizacdo na rotina clinica de mulheres com cancer de
mama. Este painel compreende o0s receptores hormonais de estrogeno e
progesterona, o oncogene HER-2/neu, o marcador de proliferagao celular Ki-67 e o
supressor tumoral p53 (ZUCCARI et al., 2008).

Os marcadores mais utilizados sé@o o receptor de estrégeno (RE) e receptor
de progesterona (RP). Tanto o RE e como o RP sé&o fatores de transcricdo ligantes
ativos que pertencem a familia de receptores hormonais nucleares (DUFFY et al.,
2005).

A partir destes marcadores foi observado que a associacao entre eles tem um
interessante valor prognéstico em mulheres. Pacientes com tumores triplo-negativos
(RE", RP" e HERZ2) apresentaram incidéncia maior de recorréncia ou de metastases
a distancia associada em comparagdo com os tumores néo triplo negativos (IDOWU
et al., 2012).

Na medicina veterinaria, os marcadores utilizados ndo estdo padronizados e
os resultados publicados s&o discrepantes (PENA et al., 2014). Gama et al. (2008)
avaliaram um painel imuno-histoquimico com seis marcadores (RE, RP, HER2, CK5,
p63 e P-caderina) para carcinomas mamarios caninos. Verificaram que a expressao
positiva dos receptores hormonais nas ceélulas neoplasicas estava correlacionada
com prognostico melhor. Todavia, a auséncia da marcagcédo destes receptores e a
superexpressao do HER2 garantiam maior agressividade a neoplasia. Mas, Sassi et
al. (2010) ndo observaram diferencas no prognostico da doenca ap0s a averiguagao

do painel imuno-histoquimico baseado nos marcadores RE, RP, ERBB2, CK 5/6 e
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CK14 em neoplasias mamarias de cadelas, que corroboram a necessidade de

maiores estudos nessa tematica.

2.2.4.1. Receptores Hormonais

A presenca de receptores hormonais no cancer de mama de cadelas inferem
o controle e a dependéncia dos hormdnios ovarianos no desenvolvimento,
manutencdo e evolucdo da doenca. O estrégeno e progesterona promovem
alteracdes fisioloégicas nas glandulas mamarias durante o ciclo estral e seus
receptores estdo presentes em tecidos normais e neoplasicos (GAMA; ALVES;
SCHMITT, 2008).

Dessa forma, desde a puberdade, o estrogénio e a progesterona estimulam
as células maméarias normais, com o intuito de progredir com o desenvolvimento da
glandula (fase pubere) e, posteriormente, prepara-la para a lactacdo, quando
termina o completo desenvolvimento mamario. Entretanto, na auséncia de gestacéao,
essas influéncias hormonais nas células epiteliais e mioepiteliais diminuem de forma
drastica, o que permite a reorganizacdo tecidual (MACIAS & HINCH, 2012). Os
estimulos ciclicos e cronicos, durante os ciclos estrais das cadelas, podem interferir
nesse processo, desregulando os mecanismos finos de proliferacdo e involucdo das
células, favorecendo as mutacdes e, finalmente, o desenvolvimento do cancer de
mama.

O estrogénio atravessa a membrana celular e nuclear por difusdo passiva,
sem a intervencdo de canais ou proteinas-transmembrana. Ao chegar ao nucleo,
liga-se ao receptor de estrogénio, formando um complexo que ativa sequéncias
especificas de genes que, por sua vez, controlam o crescimento e a diferenciacédo
celular. Desta forma, é responsavel pela proliferacdo de células epiteliais durante o
pico estrogénico do ciclo menstrual, e, indiretamente, pela sua posterior morte no
final do ciclo (EISENBERG et al., 2001). A expressao do receptor de progesterona
(RP), mediada pelo receptor de estrogénio, € geralmente verificada juntamente com
a expressdo de RE, e a determinacdo imuno-histoquimica da expressédo de RP foi
validada, demonstrando que o padrdao de expressdo do RP esta associado com a

tempo livre de doenca e a sobrevida global (BARDOU et al.,, 2003). Nas fémeas
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caninas, observa-se que a presenca de RE é significativamente mais elevada em
tumores benignos e a expressao do RP tende a diminuir progressivamente a partir
de lesbGes hiperplascias/displasicas, tumores benignos e malignos (CHANG et
al.,2009). Assim, a diminuicdo da expresséo de RE e RP tem relagdo com um pior
prognéstico (DE NARDI et al., 2009).

A. Receptor de Estrogeno (RE)

Os receptores de estrogénio (ER) pertencem a superfamilia dos receptores
nucleares de hormonios esteroides. Atuam como fatores de transcricdo dependentes
das moléculas que a eles se ligam (ligantes) e regulam a proliferacao celular. As
funcdes biologicas do estrogeno sdo mediadas por dois tipos de receptores, o alfa
(REa) e o beta (REB). O modo de acdo de cada um depende da quantidade e do
nivel de expressao encontrados nos tecidos (LEE et al., 2012).

Os RE sao descritos como um dos mais importantes agentes que estimulam a
proliferacdo das células epiteliais da glandula mamaria. No cancer, a interacao entre
0 estrégeno e o receptor estimulam a liberacdo de fatores de crescimento pelas
células neoplasicas, 0 que leva ao aumento da proliferacdo celular (KLOPFLEISCH
et al., 2011a; SORENMO et al., 2013).

B. Receptor de Progesterona (RP)

Os efeitos fisioldgicos da progesterona também sdo mediados pela interacéo
com receptores nucleares de hormonios esteroides, os RP. Nos humanos, foram
identificadas duas isoformas originais de RP: a isoforma A e a isoforma B. O RPA é
descrito como repressor dominante do PRB, ja este foi apontado como facilitador da
proliferacéo e diferenciacdo do epitélio de tecidos dependentes de tal horménio. A
expressao do receptor de progesterona € geralmente relacionada com a expressao
do RE (LI et al., 2003; CALDERON & DIAZ- YAMAL, 2008; LIU et al., 2016).
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2.2.4.2. Fator de crescimento epidérmico humano 2 — HER2 ou erB2

O fator de crescimento epidérmico (EGF) foi uma das primeiras moléculas a
ser descoberta na década de 1960. E um polipetideo capaz de estimular o
crescimento e a diferenciacdo de células epidérmicas e mesodérmicas. Estudos
posteriores identificaram o0s receptores de tirosina-quinase, uma glicoproteina
localizada nas membranas celulares, dentre os quais se pode destacar o fator de
crescimento epidérmico humano 2 (HER2 ou erB2) (APPERT-COLLIN et al., 2015).

O proto-oncogene C-erbB-2 ou também chamado HER-2/neu, tem sido
amplamente estudado (VAN DE VIJVER et al., 2000). Expresso em cerca de 10 a
20% dos casos de carcinomas de mama em mulheres, o C-erbB-2 tem correlagéo
com menor sobrevida, especialmente em pacientes com metastases axilares. De um
modo geral, assume-se que pacientes com expressdo de C-erbB-2, especialmente
no grupo com metastases em linfonodos, tém um progndstico pior (EISENBERG et
al., 2001).

No cancer de mama, alguns subtipos podem apresentar disfuncdes desses
receptores. O aumento da expressdo do HER2 em tumores especificos (HER2")
estd associado a maior taxa de crescimento e proliferacdo das células neoplasicas,
bem como ao desenvolvimento de metastases a distancia e, consequentemente, a
menor sobrevida das pacientes. O que se verifica € a permanéncia constante do
sinal que estimula a mitose, mediado pelo recrutamento das vias PI3K/Akt e AMPK
(MENARD et al., 2003, APPERT-COLLIN, et al., 2015).

Além de determinar o progndstico mais acurado da doenca, outra vantagem
relevante para a determinacdo desse subtipo é a possibilidade da terapia-alvo.
Quanto ao tratamento personalizado, o uso de trastuzumabe (Herceptin) é um
exemplo de sucesso da terapia-alvo com anticorpos monoclonais anti-HER2 em
mulheres, controlando a progresséo da doenca.

Nesse contexto, em virtude do carater preditivo e progndstico do HERZ2,
estudos relacionados a expressao desse marcador foram desenvolvidos para as
cadelas. Entretanto, os resultados s&o controversos em virtude da falta de

padronizacdo dos ensaios. Frente a isso, na tentativa de minimizar esse viés, um
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consenso foi publicado para ajudar os pesquisadores e, assim obter resultados mais
consistentes (PENA et al., 2014). O consenso descreve algumas diretrizes para
padronizar as avaliagbes do RE, RP e HER2 por imuno-histoquimica e, assim,
facilitar a compreensdo do papel real desses marcadores no prognéstico de
neoplasias maméarias caninas. Nesse documento, o marcador HER2 deve ser
considerado positivo quando houver forte marcacdo da membrana citoplasmatica

(3+), e os resultados para o RE e RP devem ser conferidos pela pontuacéo Allred.

2.2.4.3 Moléculas de Adeséao Celular (CAMs) e Junc¢des Celulares (JCs)

Como ja esclarecido, as principais caracteristicas do tecido epitelial é a
polaridade, a imobilidade dos componentes celulares e a forte adesédo entre as
células e/ou a matriz extracelular (MEC) (GUMBINER, 1996).

As CAMs sédo responsaveis pela coesdo entre as células epiteliais e este
contato é estabilizado por juncdes celulares especializadas. Além disso, a regulacdo
do transporte de solutos, ions e 4gua, em especial no espaco paracelular (espacgo
delimitado entre duas células adjacentes) é feita pelas JC. As JC podem ser
estruturas simétricas ou assimétricas (SUMIGRAY & LECHER, 2015). Aqui, o
interesse especial € voltado para primeira. Elas sdo constituidas por trés classes, a
juncao de oclusao, a juncdo de ancoragem ou de adesao e as jungdes comunicantes
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1993).

Muitas moléculas associadas a esse processo de adeséao celular estdo sendo
usadas como potenciais biomarcardores para diferentes tipos de cancer, as quais

foram pormenorizadas nas se¢des seguintes.

A Juncdes Aderentes ou de Ancoragem: E-caderina

As caderinas compreendem uma grande familia de glicoproteinas

transmembréanicas calcio-dependentes responsaveis pela adesdo célula-célula e

pela morfogénese tecidual. Pelo menos cinco subfamilias foram relatadas: as
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caderinas classicas do tipo I, as do tipo Il, as desmossémicas (desmocolinas e
desmogleinas) e as protocaderinas (van ROY & BERX, 2008).

A E-caderina é uma caderina encontrada nas superficies celulares laterais e &
responsavel pela manutencdo da das camadas epiteliais. Possui uma estrutura
composta por dominio extracelular, um transmembrana e um citoplasmético. A
porcdo extracelular liga-se a outra E-caderina da célula adjacente, mantendo a
adesividade célula-célula e impedindo a desconexao da célula do epitélio.

O dominio citoplasmatico das caderinas esta ligado a actina por meio de
proteinas intermediérias conhecidas coletivamente como complexo das cateninas.
Esse complexo inclui as cateninas a, B e y e proteinas de ligagdo a actina e
desempenha trés funcdes distintas associadas a funcdo das caderinas: as caderinas
medeiam a ligagdo direta entre aos filamentos de actina; interagem com moléculas
reguladoras do citoesqueleto de actina e controlam o carater adesivo do dominio
extracelular das caderinas, conforme representado na figura 3 ( van ROY & BERX,

2008).

Dominio extracelular Dominio intracelular

B-catenina

a-catenina

%

Membrana celular

Filamentos de
actina

Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura proteica das caderinas. O
dominio extracelular € constituido por cinco por¢des homologas (EC1-EC5) ligadas
por pontes mediadas por célcio (Ca®"). O dominio intracelular constitui a porcao
carboxi terminal da proteina, a qual, junto com as cateninas, formam o complexo

caderina-catenina. Adaptado de Wheelock et al. (2008).



19

Diante disso, a E-caderina exerce funcdo sobre o controle da proliferagao
celular. A influéncia dessa proteina no mecanismo de multiplicacdo pode ser
exercida pela capacidade desta proteina em regular a sinalizacdo da via Wnt
candnica por meio de sua interagdo com a beta-catenina (STOCKINGER et al.,
2001).

Em tumores mamarios caninos parece existir uma significativa correlacéo
entre a perda de expressdo das E-caderinas e outros indicadores conhecidos de
prognaostico ruim, tais como tamanho do tumor, ulceragdo, tipo histoldgico, tipo de
crescimento, metastase em linfonodos e necrose, indicando que a perda da
expressdo das E-caderinas pode ter um valor prognostico em neoplasias mamarias
caninas (MATOS et al., 2006).

Gama et al. (2007) averiguaram a expressao da E-caderina, pela técnica da
imuno-histoquimica, em neoplasias maméarias caninas. Os pesquisadores
verificaram que a reducdo da expressdo dessa proteina estava associada a
neoplasmas com alto grau histolégico e metastase. Também houve correlacdo com
recidivas mais precoces do tumor e a menor taxa de sobrevida global das pacientes.

Rodo e Malicka (2008) também investigaram a imunoexpressdo da E-
caderina em cancer de mama de cadelas. Constataram que a maior intensidade da
marcacdo dessa proteina ocorria em neoplasias benignas. Nao verificaram
diferencas na expressao do grupo carcinoma quando associado aos diferentes graus
histoldgicos.

B. Juncdes Ocludentes: Claudinas

O nome claudina é originado da palavra latina claudere, cujo significado é
“fechar”. A familia das claudinas, membro do complexo juncional das ocludinas,
compreende 24 moléculas identificadas como proteinas integrais de membrana nas
tight junction de células epiteliais e endoteliais. As tight junction se localizam na
regido superior lateral do complexo juncional apical do epitélio e modulam o fluxo
paracelular, atuam como uma barreira semipermedvel que regula a passagem de

solutos, mantendo o gradiente de concentrag&o entre a regido apical e basolateral, a
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polaridade, estrutura e a funcdo celular. E composta por uma rede de filamentos
complexa, que pode ser extremamente variavel em numero e complexidade,
dependendo do tipo de célula (LAL-NAG & MORIN, 2009).

Dois subgrupos de membros da familia claudina foram reconhecidos a partir
das andlises filogenéticas das proteinas de ratos e de humanos: o classico e o ndo
classico. Aquele exibe uma homologia mais evidente e incluem a claudinas 1-10, 14,
15, 17 e 19. As nado classicas exibem maior variedade na sequéncia dos
aminoacidos e sdo representadas pelas claudinas 11-13, 16, 18 e 20-24 (KRAUSE
et al., 2008; LAL-NAG & MORIN, 2009). Essas proteinas possuem quatro dominios
transmembrana, dois loops extracelulares e caudas intracelulares amino e carboxi-

terminal, conforme mostra a figura 4.

Loop extracelular

Loobo extracelular

Espaco
Paracelular

Citoplasma

N-terminal COOH

Loop intracelular C-terminal

Figura 4. Esquema ilustrativo da estrutura das claudinas. Verifica-se os quatro
dominios transmembrana (TM1, TM2, TM3 E TM4), os loops extracelulares, o loop
intracelular e as caudas amino (NH.) e carboxi (COOH) no citoplasma. Adaptado de
LAL-NAG & MORIN (2009).

O papel das claudinas na formacédo das moléculas juncionais tem sugerido a
hipétese que a perda da expressdo pode reduzir a adesdo celular e

consequentemente, aumentar o potencial da invasdo e motilidade das células
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tumorais, associando as claudinas ao processo de transicdo epitélio-mesenquimal
(EMT) (HENESSY et al., 2009).

O padréo de expressao dessas claudinas € variavel entre os diferentes tipos
de tecidos, conforme demonstra a tabela 1, raz&o pela qual o uso dessas moléculas
como biomarcadores para o cancer tem sido estudado (SINGH & DHAWAN, 2015),
pois falhas nos componentes das tight junctions foram associadas ao
desenvolvimento de céancer. A perda da arquitetura polarizada das células, o
fornecimento desregulado de nutrientes e o aumento da motilidade das células
tumorais que apresentaram expressdes anormais de algumas claudinas, favorecem
a progressao da doenca (OUBAN & AHMED, 2010).

Tabela 1: Distribuicdo e fungéo das claudinas 1, 3, 4 e 7 nos tecidos. Modificado de
Krause et al. (2008).

Claudina Expresséao tecidual Funcéo Paracelular

1 Tipica de epitélio ocludente Barreira epidérmica

Prostata de rato
Epitélio do ovéario humano
Ouvido interno
Endotélio dos capilares cerebrais
Epitélio do plexo coroide de ratos

3 Préstata de rato Tight junction do endotélio

Vesicula biliar humana
Segmentos do néfron
Epitélio intestinal e hepético

4 Préstata de rato Reduz permeabilidade celular de
cations
Vesicula biliar humana
7 Préstata de rato Diminui a permeabilidade
paracelular do CI'e aumenta a
do Na".
Duodeno, jejuno e ileo Barreira paracelular do CI', canal
para Na.

Tonsilas palatinas humanas
Segmentos do néfron

Claudinas 3 e 4 sdo expressas ha membrana das células epiteliais lobulares e
ductais da glandula mamaria normal canina (JAKAB et al., 2008a). As claudinas 1, 2,
3, 4, 5, e 7 sdo comumente expressas na glandula mamaria normal dos cées,

indicando que a perda ou diminuicdo da expressédo de claudinas 1, 2, 5, e 7 podem
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levar ao descolamento celular e invaséo das células neoplasicas (KLOPFLEISCH et
al., 2011a). Os resultados obtidos por Jakab et al. (2008) sugerem que a perda de
expressdo de claudina-7 pode levar a perda de contato das células vizinhas e
consequente invasdo em tumores mamarios caninos.

Acredita-se que a diminuicdo da expressao das proteinas responsaveis pelas
tight junctions provocaria uma perda de adesdo entre as células, capacidade de
invasdo e perda da diferenciacdo em células tumorais. Porém, o mecanismo que
relaciona superexpressao das claudinas ao cancer ainda ndo esta bem esclarecido.
Considera-se que a super-regulacao possa desestruturar o tecido, comprometendo a
fungéo das ‘tight junctions” e favorecendo o aparecimento da neoplasia (SINGH et
al., 2010).

Diante do exposto, estudos j& comprovaram alteracdes no perfil de expressao
dessas proteinas em diversos tipos de neoplasias. A expressdo diminuida das
claudinas 1 e 7 e a expressdo aumentada das 3 e 4 foram observadas em cancer de
mama de mulheres (OUBAN & AHMED, 2010).

Jakab et al. (2008) avaliaram a expressédo das claudinas 1, 2, 3,4, 5e 7 em
lesbes hiperplasicas e neoplasicas da glandula maméaria de cdes. Sugeriram que a
perda ou diminuicdo da expressdo de claudinas 1, 2, 5 e 7 podem incitar o

desprendimento e invasao das células neoplasicas da mama.

2.2.5 Diagnéstico

O diagnéstico presuntivo das neoplasias mamérias em cadelas é
fundamentado pela caracterizacdo da paciente (raga, idade, status reprodutivo), pela
histéria pregressa e pelos achados do exame fisico. Ja o definitivo é estabelecido
pelos exames citologico, histopatolégico e, atualmente, pelos moleculares
(SORENMO, 2003; CASSALI et al., 2011; KLOPFLEISCH et al., 2011a).
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2.2.5.1 Classificagdo Histopatolégica

A primeira classificagdo internacional desenvolvida para a avaliagdo de
tumores e displasias da glandula maméria de cadelas e gatas foi publicada em 1974
por Hampe & Misdorp e foi baseada, em grande parte, na descricdo da morfologia
celular. Esse documento possui relevancia cientifica, pois se tornou a base para as
posteriores classificagbes das neoplasias malignas caninas. A tabela 2 mostra a
variedade de classificagBes desenvolvidas para o diagnostico histopatolégico das

neoplasias mamarias de cadelas.

Tabela 2: Classificacfes histopatolégicas publicadas para o diagnéstico de

neoplasias mamarias em cadelas.

Autores Periodico/Livro Ano
HAMPE & MISDORP Bulletin of the World Health Organization 1974
MONLUX et al. The Veterinary Pathology 1977
MISDORP et al. Armed Force Institute of Pathology and 1999
World Health Organization
GOLDSCHMIDT et al. The Veterinary Pathology 2011
CASSALI et al. Brazilian Journal of Veterinary Pathology 2011

A classificacéo internacional histopatologica para tumores mamarios caninos
e felinos (WHO Classification), publicada em 1999 pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), é a mais utilizada para o diagnéstico dessas lesGes nesta espécie. A

tabela 3 mostra as possibilidades diagndsticas propostas nesse documento.
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Tabela 3: Classificacao Internacional Histopatologica para Neoplasias Maméarias de

Cadelas — Classifcacdo da OMS (MISDORP et al., 1999).

1. Tumores Malignos

1.1 Carcinoma nao invasivos (in situ)
1.2 Carcinoma complexo
1.3 Carcinoma simples
1.3.1 Carcinoma tubulo-papilifero
1.3.2 Carcinoma sélido
1.3.1 Carcinoma anaplasico
1.4 Tipos especiais de carcinoma
1.4.1 Carcinoma de células fusiformes
1.4.2 Carcinoma de células escamosas
1.4.3 Carcinoma mucinoso
1.4.3 Carcinoma rico em lipideos
1.5 Sarcoma
1.5.1 Fibrossarcoma
1.5.2 Osteossarcoma
1.5.3 Outros sarcomas
1.6 Carcinossarcoma
1.7 Carcinoma ou sarcoma em tumores benignos

2. Tumores Benignos

2.1 Adenoma
2.1.1 Adenoma simples
2.1.2 Adenoma complexo
2.1.3 Adenoma basaloide
2.2 Fibroadenoma
2.2.1 Fibroadenoma com baixa celularidade
2.2.2 Fibroadenoma com alta celularidade
2.3 Tumor misto benigno
2.4 Papiloma ductal

3. Tumores sem classificacao

4. Hiperplasias mamérias e displasias

4.1 Hiperplasia ductal

4.2 Hiperplasia lobular
4.2.1 Hiperplasia epitelial
4.2.1 Adenose

4.3 Cistos

4.4 Ectasia ductal

4.5 Ginecomastia

A avaliacdo anatomo-morfologica das lesbes mamarias é

importante,

entretanto, a diversidade de classificacdes histopatoldgicas existentes na literatura

reflete a grande subjetividade e falta de consenso entre os patologistas para a
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determinacdo precisa do diagnéstico, bem como do progndstico (ZUCCARI et al.,
2006).

Nesse contexto, a reprodutibilidade da classificacdo e da graduacao
histolégica do cancer de mama entre patologistas tem sido uma vertente de
discusséo. Longacre et al. (2006) inferiram que as dificuldades na reprodutibilidade
dos diagnosticos anatomo-morfolégicos das lesbes mamarias de mulheres estéo
relacionadas as dificuldades de aplicacdo dos critérios de avaliacdo estabelecidos,
bem como a variagdo entre os patologistas no uso e interpretacdo desses critérios e,
0 mais importante, na natureza heterogénea dos casos.

Um estudo foi desenvolvido para avaliar a concordancia entre os diagnosticos
histopatolégicos conferidos por diferentes patologistas para a classificacdo do
cancer de mama de mulheres. Nessa comparacao, nao foi observada 100% de
concordancia entre o laudo original e o poés-revisdo das lesdes. A maior
concordancia diagndstica foi observada nos casos de carcinoma invasivo (81%) e as
maiores discordancias nos casos de carcinoma ductal in situ com microinvasao
(74%), carcinoma/neoplasia lobular in situ (70%) e hiperplasias epiteliais atipicas
(61%) (SALLES et al., 2008).

Boisen et al. (2000) verificaram a reprodutibilidade do sistema de graduacéo
histol6gica para cancer de mama invasivo entre diferentes laboratorios de patologia.
Em 31% dos casos o mesmo grau histolégico foi obtido para todos os laboratorios o
que indicou reprodutibilidade moderada.

Outro aspecto importante que deve ser considerado é a falha desse exame
em justificar possiveis diferencas na evolu¢do do cancer em pacientes com 0 mesmo
estadiamento, subtipo e graduacdo histolégica. Isso acontece pelo fato das
classificacdes existentes e em vigor, em especial na medicina veterinaria,
considerarem apenas o valor descritivo da morfologia das células. Essa limitacao
diminui novas possibilidades de modalidades terapéuticas, o que pode repercutir na
sobrevida global dos pacientes (ZUCCARI et al., 2008).
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2.2.5.2 Classificacdo Fenotipica

Conforme ja salientado, a heterogeneidade do céancer mamario € um
importante desafio enfrentado pelos patologistas e oncologistas, pois as
classificacOes e graduacdes histopatoldgicas sdo incapazes de prever a evolucdo da
doenca e a resposta ao tratamento, em especial nos tumores com 0S mesmos
subtipos histolégicos, estadios e graduacdo (PUSZTAI et al., 2006; CINTRA et al.,
2012).

Uma das técnicas mais utilizadas e ha mais tempo executada para a
determinacdo molecular do cancer de mama é a imuno-histoquimica (IHQ). O uso
dos imunomarcadores progndsticos e preditivos RE, RP e HER2 para classificacéo
fenotipica de cancer de mama em mulheres ja estd bem definido. O perfil da
expressao proteica obtido por essa técnica € valorizado na rotina oncoldgica, pois
além de estabelecer os diferentes perfis ja caracterizados, é a técnica de menor
custo para tal objetivo.

Na pesquisa, a unido da IHQ com o emprego do arranjo em matriz de
amostras teciduais, ou tissue microarray (TMA), tem facilitado a investigacdo das
alteracdes moleculares nas doencas neoplasicas. O TMA permite a avaliacédo
molecular em larga escala de diferentes amostras de tecidos ao mesmo tempo, de
forma rapida e com menor custo. Outra vantagem associada a esse método € a
uniformidade dos ensaios, visto que as amostras analisadas estdo sendo
submetidas as mesmas condic6es (KALLIONIEMI et al., 2001, VIEIRA et al., 2007,
JAWAR, 2009).

No processo de confeccdo do TMA, é construido um bloco de parafina com
fragmentos cilindricos de amostras normais ou neoplasicas obtidos de dezenas ou
centenas de blocos originais (ANDRADE et al., 2007).

Sarli et al. (2015) realizaram um estudo para a deteccéo dos perfis fenotipicos
em tumores mamarios de caes e gatos por IHQ, comparando a técnica do TMA aos
cortes completos de cada amostra. Concluiram que o TMA foi capaz de preservar o
perfil molecular dos canceres estudados, sendo uma ferramenta util e barata para a

triagem dos neoplasmas nessas espécies.
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Diante do exposto, a classificacdo progndstica atual para mulheres portadoras
de cancer de mama considera, além dos subtipos histolégicos, os subtipos
moleculares (PEROU, 2011), caracterizados nos seguintes fenétipos:

e Luminal A : RE+ e/ou RP+, HER2-;

e Luminal B: RE+ e/ou RP+, HER2+;

e Basal like: RE- e/ou RP-, HER2-, citoqueratina 5/6" e/ou HER1";
e HER2 superexpresso: RE- e/ou RP-, HER2+.

Esses subtipos moleculares apresentam comportamentos distintos
relacionados com a sobrevivéncia, prognostico e resposta a terapéutica especifica.
O subtipo luminal A tem baixa taxa de proliferacéo e sdo acompanhados de um bom
prognostico. Os luminais B tém alta taxa de proliferacdo e um progndstico mais
pobre que o luminal A. Portanto, o padrdo de deteccdo do HER2 e dos receptores
hormonais, RE e RP, sédo fatores prognaosticos e preditivos que foram incorporados a
rotina clinica e permitem que se estabele¢a um tratamento individualizado (HSIAO et
al., 2010). A imunoexpressao do RE e RP, por exemplo, est4 associada ao melhor
prognéstico da doenca (DUFFY, O'DONOVAN E CROWN, 2011). O HER2 tem
expressao alterada em aproximadamente 10-15 % dos casos. Essa alteracdo esta
diretamente associada com o pior prognadstico, resisténcia a quimioterapia e terapia
hormonal e aumento da proliferagao celular (JUKKOLA et al., 2001).

A analise da expressdo gendmica dos tumores, como 0 microarranjo de
cDNA, ou cDNA microarray, € uma ferramenta diagndstica importante para a
identificagdo de novos e melhores marcadores clinicos, pois auxilia a determinar os
padroes moleculares das neoplasias (VIEIRA et al., 2007; PEROU et al., 2011). Na
pesquisa oncolégica, os microarranjos podem ser usados para inidmeras propostas,
sendo que uma das principais aplicacfes € a identificacdo de genes que podem
estar associados ao desenvolvimento de um tipo de cancer especifico (COLOMBO &
RAHAL, 2010).

Com o advento de técnicas que viabilizam o mapeamento das expressdes
genéticas de tecidos, como o microarranjo, foi possivel a deteccdo de diferentes
perfis de neoplasias da glandula maméaria em mulheres. Os estudos pioneiros foram
realizados pelos grupos de Perou et al. (1999; 2000) e Sorlie et al. (2001; 2003), os

quais mostraram que os carcinomas mamarios de mulheres poderiam ser
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classificados em subtipos especificos segundo o perfil de expressédo génica. Apoés
uma década, estudos recentes confirmaram a existéncia de dez fendtipos diferentes
para a doenca. O que se pretende com o0 avanco da biologia molecular nesse ambito
€, sobretudo, a obtencdo de modelos de expressfes génicas que concedam
informacgdes preditivas mais seguras, eficazes e personalizadas para tratamento do
cancer de mama (DOWNSON et al., 2013).

A tecnologia do microarranjo consiste na utilizacdo de uma matriz sélida onde
as sondas, que constituem as amostras de DNA, foram imobilizadas em quantidades
e posicoes definidas. A partir disso, permite-se a hibridizacdo dessas sondas com
um pool de mMRNAs extraidos de amostras biol6gicas, previamente marcados com
fluoréforos. Também existe no mercado outro tipo de microarranjo, os de
oligonucleotideos. Estes seguem 0s mesmos principios dos microarranjo de cDNA,
embora alguns ndo necessitem de hibridacdo competitiva com uma amostra de
referéncia (tecido normal) e o nivel de expressdo é baseado em um modelo
algoritmico, ao invés de uma razdo direta entre as amostras de tumor e normal
(GUINCALINI & TUFIK, 2007).

Estudos em oncologia veterinaria, nessa tematica, emergem ha pouco tempo.
Klopfleisch et al. (2011b) avaliou o perfil de expressdo génica do cancer de mama
metastatico canino. Quando comparado com mamas normais, verificaram 1312
genes diferencialmente expressos no cancer de mama metastatico. Um numero
significativo de genes envolvidos com a divisdo celular e com a invasdo da matrix
extracelular estavam superexpressos, dentre eles: MMP, SERPINE1, TIMP3. Muitos
outros, pouco expressos, associavam-se ao mecanismo de diferenciacao epitelial
(EGF, EGFR, MAP2K6, SATATS), adesdo celular (CLDN5, CTNNAL1, MUC1,
PECAML1) e angiogénese (ANGPT 2, ANGPTL1-4, FIGF, TIE 1).

Pawtowski et al. (2013a) afirmaram que a classificacdo histopatologica e
molecular de neoplasmas mamarios de cadelas ndo sdo semelhantes e que, por
isso, devem ser usadas de forma complementar. O grupo verificou que o método de
pontuacdo da neoplasia em graus (I, 1l e Ill) ndo permite estabelecer o verdadeiro
prognostico da doenca, visto que ao avaliarem a expressdo génica dos tumores
segundo esse método, os resultados obtidos ndo foram uniformes. Ou seja, o perfil

obtido variou entre as amostras com mesmo escore.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paw%C5%82owski%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23587192
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Além da capacidade de averiguar as assinaturas genéticas dos diferentes
tipos de cancer de mama, o microarranjo também permite a avaliacdo de genes
candidatos a marcadores para a doenca. Pawtowski et al. (2013b) analisaram a
expressdo génica de carcinomas mamarios caninos classificados em diferentes
graus de malignidade (I, Il e Ill). A partir dos dados obtidos, selecionaram cinco
genes (sehrl, zfp37, mipep, relaxina e magi3) capazes de predizerem a
agressividade da neoplasia. Os autores concluiram que o aumento da expressao
desses genes estd associado a maior malignidade e que, dessa forma, podem ser

utilizados como marcadores para o prognostico do cancer de mama em caes.

2.2.6. Estadiamento

O estadiamento é fundamental para o manejo adequado do cancer de mama
em cadelas. Além de avaliar a extensdo da doenca no organismo do hospedeiro,
auxilia na selecéo da terapéutica, na previsao das complicacdes, na avaliacdo dos
resultados do tratamento instituido e na inferéncia de um prognéstico (BETZ et al.,
2012).

Em animais, o sistema TNM (tumor, linfonodo e metastase) proposto pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para o cancer de mama de cadelas
caracteriza cinco estagios, os quais estdo descritos na tabela 4. E importante
salientar que esse sistema de estadiamento pode ser aplicado para caes portadores
de neoplasmas epiteliais (ndo inflamatérios) e ndo para sarcomas (SORENMO et al.,
2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paw%C5%82owski%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23844591
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Tabela 4: Classificacdo TNM para neoplasias mamarias de cadelas.

Estagio T N M
I 1 0 0
1 2 0 0
11| 3 0 0
v *qqT 1 0
V qqT qqN 1

T: tumor primario (T1: < 3 cm de didmetro, T2: 3-5 cm de didmetro,T3: > 5 cm de
diametro); N: condicdo do linfonodo regional (NO: sem metastase, N1. com
metastase); M: metastase a distancia (MO: ausente, M1 : presente). *qg= qualquer.
Fonte: DE NARDI et al. (2009).

2.2.7. Tratamento

A conduta terapéutica de eleicdo para as neoplasias mamarias em cadelas é
a ressecgcdo cirdrgica, especialmente para pacientes que ndo apresentam
metastases a distancia (LANA et al., 2007). A resseccdo dos tumores permite o
diagnéstico histopatolégico e, em alguns casos, pode ser curativa, quando as
margens cirdrgicas ndo estdo comprometidas e ndo ha evidéncias de focos
neoplasicos secundarios (HEDLUND, 2005). Na tentativa de definir a melhor opc¢éo
cirrgica, MacEwen et al. (1995) avaliaram a taxa de recorréncia tumoral e o tempo
livre de doenca em cadelas submetidas a diferentes tipos de mastectomias (regional
e radical). Os autores ndo observaram diferenca significativa em relacao as variaveis
testadas nos grupos avaliados. Todavia, em contraste com tais resultados, um
estudo prospectivo com 99 pacientes mostrou que 58% das cadelas desenvolveram
um novo tumor nas glandulas mamarias remanescentes da cadeia ipsilateral apés a
mastectomia regional (STRATMANN et al., 2008).

A guimioterapia antineoplasica é indicada quando ha invasdo das células

neoplasicas em vasos linfaticos e/ou sanguineos, metastases nos linfonodos
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regionais e em tumores com prognasticos desfavoraveis (DE NARDI et al., 2009). E
amplamente utilizada como terapia adjuvante para o controle da forma microscopica
da doenca quando presente (SORENMO et al., 2011). Entretanto, ha informacdes
limitadas sobre a eficacia dessa modalidade na literatura veterinaria (CASSALI et al.,
2011). Além disso, pacientes com metastases a distancia podem se beneficiar com o
uso da quimioterapia, apesar de ser considerada uma medida paliativa, ao

proporcionar o aumento da sobrevida (SLEECKX et al., 2011).

2.2.8 Prognostico

Fatores progndsticos sdo caracteristicas clinicas, patolégicas e/ou bioldgicas
especificas dos neoplasmas e seus hospedeiros que permitem a previsdao da
evolucdo clinica da doenca, da sobrevida dos pacientes e da conduta terapéutica
personalizada (ABREU & KOIFMAN, 2002; CASSALI et al., 2013).

Na literatura, os fatores progndsticos mais utilizados para ajudar a determinar
0 curso de evolucdo do cancer de mama em cadelas baseiam-se nos achados
clinicos e histopatolégicos. Dessa forma, o sistema de classificacdo TNM é de
fundamental importancia, pois envolve a caracterizacdo clinica da enfermidade
quanto ao tamanho do tumor, ao status do linfonodo sentinela e a presenca de
metastase a distancia. A associacdo dessas informagdes determinam cinco estagios
gue podem estar relacionados a progndsticos distintos. De forma geral, tumores
grandes (com mensuracfes superiores a cinco centimetros) e a presenca de
metastases estao relacionados a um progndstico reservado (SORENMO et al., 2011;
CASSALI et al., 2011).

Segundo Cassali et al. (2013) a classificacdo histopatolégica é a melhor
ferramenta para determinar o comportamento biolégico das lesées mamarias, pois a
avaliacdo da arquitetura tumoral, da morfologia celular e dos graus histologicos (I, II
e Ill) auxiliam na determinacéo da agressividade do cancer de mama e, a partir dos
achados, possibilita na inferéncia de um progndstico.

Em virtude da heterogeneidade tumoral e do amplo espectro de ragas que

podem ser acometidas pelo cancer de mama (miniaturas a gigantes), os parametros
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acima citados, em especial o tamanho do tumor e a classificagdo histologica, geram
muitas especulacdes e falta de consenso, sobretudo em pacientes com mesmo
estadiamento da doenca. Diante disso, as avaliacbes moleculares tentam driblar
esse Viés e, assim, garantir uma previsdo mais acurada dos prognésticos da doenca.
Dentre os marcadores mais usados, pode-se citar o RE e o RP, usados para verificar
a diferenciacéo celular, logo neoplasmas que expressam 0s receptores hormonais
apresentam prognéstico favoravel; o Ki67, um marcador de proliferacdo celular;
ciclooxigenase-2 (COX-2), uma enzima relacionada a progressado neoplasica, e E-
caderina, um marcador da EMT (SORENMO et al., 2013; CASSALI et al., 2013).
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3. Objetivos

3.1 Geral

O estudo pretendeu definir uma classificacéo fenotipica para o cancer de mama
de cadelas com marcadores imuno-histoquimicos a partir do perfil estabelecido
para a doenca em mulheres, associando-a a novos marcadores. Além disso,
realizar um estudo para a determinacéo da expressado génica dos fenétipos obtidos
na classificacdo fenotipica, bem como da expresséo génica global dos carcinomas

mamarios de cadelas em busca de marcadores diagndsticos e prognosticos.

3.2 Especificos

1- Verificar por imuno-histoquimica a expressao dos marcadores tumorais celulares
RE, RP, HER2 e E-caderina, claudina 1, claudina 3, claudina 4 e claudina 7, CD24
e CD44 em células neoplasicas de mamas caninas.

2- Classificar o cancer de mama canino em luminal A, luminal B, HER2
superexpresso e triplo negativo e avaliar a progressado da doenca nesses fendétipos
para a determinacao do prognastico.

3- Identificar genes diferencialmente expressos entre 0s subtipos fenotipicos
moleculares do cancer de mama canino (luminal A, luminal B, HER2 superexpresso
e triplo negativo) pela técnica de microarranjo.

4- Verificar o perfil global da expressdo génica dos carcinomas mamarios de
cadelas pela técnida de microarranjo.

5- Indicar novos genes como potenciais marcadores diagndstico e progndsticos

para o cancer de mama em cadelas.
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4. MATERIAL E METODOS
O estudo foi dividido em duas etapas e estéo representadas na figura 5.
Estudo Imuno-histoquimico (Etapa 1) Estudo Génico (Etapa 2)
Classificacéo fenotipica progndstica para Avaliacdo da expresséo génica do neoplasma
neoplasmas mamarios em cadelas mamario em cadelas e busca de novos
marcadores moleculares
11 I a Seguimento
0 cade a;;%rg cancer de 9 12 cadelas com 4 cadelas
cancer de higidas
| mama
110 lesbes neoplésicas 18
meses
| (3) Luminal A (4) Glandulas
Tissue Microarray para (3) Luminal B mamarias normais
definir o perfil fenotipico (3) HER2
superexpressp
(3) Triplo negativo
Imuno-
histoquimica
Extracdo do RNA
RE RP HER2 E-cad, Clds. 1, 3,4 e 7, . -
CD24. CD44 Microarranjo
Classificacao fenotipica Expresséo ExplessaalHDs
| Global dos fendtipos
| | | | carcinor_nas lumA, lumB,
mamarios HER super. e
Luminal Luminal HER2 Triplo triplo neg.
A B superexpresso Negativo | |
N ; - - Enriquecimento dos genes
RE RE RE RE diferencialmente expressos
+ + - -
RP RP N RP N RP [
HER2 HER2 HER2 HER2 PCR para validagao do
potencial marcador

molecular

Figura 5: Fluxograma das atividades experimentais desenvolvidas no estudo.
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4.2 Etapa 1

4.2.1 Grupo Experimental 1

As amostras foram colhidas de 110 cadelas adultas, de diferentes racas e
idades, acometidas por cancer de mama e atendidas no setor de Obstetricia e
Reproducdo do Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP,
Campus de Jaboticabal, SP, Brasil, bem como em clinicas veterinarias parceiras da
cidade de Séo José do Rio Preto, SP, Brasil. Nas pacientes portadoras de mdiltiplas
lesbes, foi selecionado o tumor com o subtipo histolégico mais agressivo
(carcinossarcomas, carcinomas anaplasicos, carcinomas micropapilares), seguidos
dos carcinomas simples (sélido, tubular, papilar), carcinomas complexos e
carcinomas mistos. Além do subtipo histologico, outros critérios foram relevantes
para determinar a malignidade dos espécimes, entre eles: pleomorfismo celular e
nuclear, indice mitético, presenca de areas de necrose nos tumores, invasao
peritumoral e linfatica. O diagnostico do cancer de mama foi obtido pelos achados
clinicos, sobretudo pela analise histopatolégica das lesdes, as quais foram
classificadas segundo Cassali et al. (2011) e nos graus de malignidade 1,1l e 111

As pacientes foram submetidas a mastectomia radical unilateral e, naquelas
com nédulos em ambas as cadeias mamarias, o procedimento cirtrgico foi realizado
em momentos diferentes. Os fragmentos tumorais foram colhidos e imediatamente
fixados em formol a 10%, apdés 48 horas em 4&lcool 70% e, na sequéncia,
processados até a inclusdo em parafina.

As cadelas foram estadiadas segundo o sistema de classificagdo TNM
proposto pela OMS e acompanhadas durante 18 meses para a avaliacdo da
ocorréncia de recidivas e metastases. Nao foram incluidas no estudo pacientes
submetidas a quimioterapia neoadjuvante e/ou adjuvante. Para a caracterizacao do
perfil epidemiolégico do grupo experimental, foram avaliadas as racas e as idades

das portadoras da doenca.
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4.2.2 Tissue Microarray - TMA

A &rea com maior critério de malignidade das amostras incluidas no bloco
doador foi selecionada para compor o TMA. Essa regido foi delimitada por um
patologista veterinario As biopsias dos blocos doadores foram efetuadas com
agulhas de 1,2 mm de diametro, nas areas previamente marcadas, e os fragmentos
cilindricos foram depositados no bloco de parafina receptor. A figura 6 demonstra a

técnica de TMA aplicada no estudo.

Bloco Doador Delimitacdo da area

(O P

\l/
00 OO0 OO0
83 368 80 333
00 000 0D < 388
OO0 O OO0 OO 330
Lamina TMA Posicionamento no

bloco receptor

Figura 6: Esquema da técnica TMA. Apds prévia revisdo das laminas originais e
selecdo das areas de interesse para o estudo, faz-se a demarcacdo nos blocos de
parafina arquivados (bloco doador). Em seguida, um cilindro de tecido é retirado do
bloco doador com o auxilio de uma agulha acoplada a um equipamento de preciséo.
Apos, esse fragmento cilindrico é introduzido em um novo bloco (bloco receptor). Os
cilindros de varias amostras sdo sucessivamente adicionados no bloco receptor e a

posicéo de cada caso € identificada em uma planilha. Adaptado de JAWAR, 2009.
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4.2.3 Imuno-histoquimica — IHC

Para avaliar a expressao proteica dos marcadores de ER, PR, HER2 e E-
caderina, claudinas (1, 3, 4, 7), CD24 e CD44 nas amostras de neoplasias mamarias
de cadelas foi realizada a técnica de imuno-histoquimica. A imunorreatividade dos
anticorpos anti-ER, anti-PR e anti-HER2 foram asseguradas pela técnica de Western
Blotting. As laminas foram incubadas por 30 minutos com peroxido de hidrogénio a
3%, lavadas com PBS* (3x §’) e novamente incubadas por 30 minutos na panela a
vapor (Arno®) com tampéao citrato (pH = 6,0). ApoOs estabilizar a temperatura de
30°C, adicionou-se a solucdo de bloqueio para proteinas inespecificas (Biocare®)
por 5 minutos e os anticorpos primarios de cada proteina foram incubados a 4°C,
overnight durante 15 horas (Tabela 5). Na sequéncia, as laminas foram lavadas em
tampao PBS (3x 5’) e incubadas com o anticorpo secundario por 20 minutos e com o
anticorpo terciario por 10 minutos (kit STARR TREK Universal HRP Detection -
Medical BioCare). A revelacdo foi realizada com substrato cromogénico (3,3'-
diaminobenzidine tetrahydrochloride — DAB) (Medical BioCare) e a contra coloracdo
com Hematoxilina de Harris por 40 segundos. A montagem das laminas foi realizada
em meio Entellan (Merck®). Todas as baterias de laminas foram acompanhadas de
um controle positivo para o anticorpo testado e um controle negativo, o qual foi feito

pela exclusdo do anticorpo primario.

Tabela 5. Anticorpos primarios utilizados na técnica de imuno-histoquimica e suas

respectivas especificacoes.

Anticorpo Marca Clone Diluicéo Marcagéao
E-caderina BD 36/Ecad 1:2000 Membrana plasmatica
RE Santa Cruz 1D5 1:150 Nuclear e citoplasmética
RP Abcam SP42 1:400 Nuclear e citoplasmatica
HER2/neu Santa Cruz C18 1:800 Membrana plasmatica
Claudina 1 Zymed - 1:50 Membrana plasmatica
Claudina 3 Abcam - 1:500 Membrana plasmatica
Claudina 4 Abcam - 1:700 Membrana plasmatica
Claudina 7 Abcam - 1:600 Membrana plasmatica
CD24 Milipore SN3 1:250 Membrana plasmatica
CD44 Calbiochem A020 1:250 Membrana plasmatica
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4.2.4 Anélise e Interpretacdo da Imuno-histoquimica

A avaliacdo da expressao proteica obtida pela técnica de IHC foi embasada
no método semi-quantitativo. Para tanto, foram selecionados quatro campos
aleatérios de cada amostra, situados na lamina TMA, para o arquivo fotografico. As
laminas foram previamente escaneadas pelo equipamento Pannoramic Digital Slide
Scanner (3DHISTECH®). As imagens foram obtidas em aumento de 40 X pelo
software Pannoramic Viewer (SDHISTECH®).

Para os receptores de estrogeno e progesterona foi utilizado o indice de
pontuacao proposto por Allred et al. (1998). A pontuacéao final foi calculada conforme
a gquantidade de células marcadas e a intensidade de coloracdo. As pontuacdes
variam entre 0 a 1 (negativo) ou 2 a 8 (positivo). O resultado final € conferido pela
soma entre a percentagem (quantidade) de células marcadas (0 = auséncia de
marcacao, 1 = marcacao <1% das células, 2 = 1% a 10% , 3 = 10% a 33%, 4 = 33%
a 66%, e 5 = 66% a 100%) e a intensidade de marcacdo (ausente = 0, fraco = 1,
moderado = 2, e forte = 3)

J4 para o marcador HER-2/neu foi utilizado o método semi-quantitativo
descrito por Koeppen et al. (2001). A pontuacdo final da expressao também foi
baseada na quantidade de células marcadas e na intensidade da marcacédo. Os
critérios utilizados para a pontuacdo foram: 0 = nenhuma marcacdo; + 1 = fraco
(marcacédo incompleta das membranas citoplasmaticas), + 2 = moderada (marcacao
completa das membranas citoplasmaticas em pelo menos 10% de células tumorais)
e + 3 = forte (marcacdo completa das membranas citoplasméaticas em pelo menos
10% das células tumorais). Os resultados obtidos entre 0 ou 1+ foram consideradas
negativos, enquanto que as pontuacdes + 2 ou + 3 foram consideradas positivas.

A expressao de E-caderina foi realizada utilizando a escala IRS modificada de
acordo com Remmele e Stegner (1987). O método semi-quantitativo considera tanto
a proporcao de células marcadas quanto a intensidade da coloracdo. O resultado
final é obtido por meio da multiplicacdo entre a quantidade e a intesidade. Assim, a

pontuacao final pode variar de 0 a 12 pontos, nas quais: (-) = zero pontos, auséncia
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de reacéo; (+) = 1-2 pontos, reagao positiva fraca; (++) = 3-4 pontos, reacao positiva
moderada; (+++) = 6 -12 pontos, reacao positiva forte.

A expressdo das claudinas 1, 3, 4 e 7 considerou a quantidade de células
marcadas e a intensidade da coloragéo conforme Hsuesh et al. (2010). A graduacgao
usada para determinar a intensidade da marcacgao foi (0) ausente, (1+) fraco, (2+)
moderado e (3+) forte. A percentagem de células marcadas foi: (1) menos que 10%,
(2+) positividade entre 10% a 50% e (3+) mais que 50%. A pontuacdao final foi dada
pela multiplicacdo entre os dois escores, a qual varia entre 0 a 9.

A expressdo dos marcadores CD24 e CD44 foi avaliada conforme o método
descrito por Magalhdes et al. (2013). Para a quantidade de células imunomarcadas
foram aleatoriamente selecionados quatro campos por corte e foi contado um total
de 100 células entre as marcadas e as ndo marcadas. Os resultados foram
expressos em porcentagem de células marcadas.

4.2.5 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no programa computacional
Graphpad Prisma 5 (San Diego, CA, USA).

Para a determinagdo da sobrevida dos subfendtipos luminal A, luminal B,
HER2 superexpresso e triplo negativo foi utilizado o teste de Kaplan Meier. Para a
avaliacdo da imunoexpressao da E-caderina nos grupos fenotipicos foi realizado o
teste Qui-quadrado em tabela de contigéncia. Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. Os dados obtidos pela avaliacdo da expressédo das
claudinas 1, 3, 4 e 7 nos subfenétipos, bem como os escores de pontuacao foram
analisados pelo teste ANOVA two-way, seguido pelo teste de Bonferroni. Valores de
p < 0,05 foram considerados significantes.

A determinagéo da ocorréncia das células—tronco tumorais foi realizada pela

analise estatistica descritiva.
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4.3 Etapa 2

4.3.1 Grupo Experimental 2

Para o estudo génico, foram obtidas outras 12 pacientes caninas fémeas,
adultas, de diferentes racas, e idades, acometidas por neoplasma mamario e
atendidas em clinicas veterinarias parceiras situadas na cidade de Sao José do Rio
Preto, SP. A partir destas, foram colhidas, entdo, mais 12 les6es neoplasicas
malignas, as quais foram previamente classificas por imuno-histoquimica, em luminal
A (n=3), luminal B (n=3), HER2 superexpresso (n=3) e triplo negativo (n=3).

As pacientes foram submetidas a mastectomia radical unilateral e, naquelas
com nédulos em ambas as cadeias mamarias, o procedimento cirdrgico foi realizado
em momentos diferentes. Os fragmentos tumorais foram colhidos e imediatamente
fixados em formol a 10%, apdés 48 horas em 4&lcool 70% e, na sequéncia,
processados até a inclusdo em parafina. As amostras de tecido fresco foram
preservadas em solucéo estabilizadora de RNA (RNAlater®) e armazenada a -80 °C
para analise molecular. Além disso, foram colhidas quatro amostras de glandulas
mamarias normais de cadelas que foram submetidas a ovario-histerectomia eletiva

para comporem o grupo controle.

4.3.2 Extracdo do RNA total das amostras e avaliacao da integridade

Para a extracdo e purificagdo do RNA total das amostras neoplasicas e
normais foi utilizado o RNeasy Mini Kit® (QIAGEN). Um total de 30 mg do tecido foi
macerado em 600uL de solucdo tampdo RLT em gelo seco. O lisado obtido foi
transferido para um microtubo de 1,5 mL. A amostra foi centrifugada por trés minutos
em velocidade maxima e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de
1,5 mL. Em seguida, foram adicionados 350 pL de etanol 70%, homogeneizando a
solugéo por pipetagem. Foram transferidos 700 pL da amostra para a coluna Rneasy
Mini Spin, a qual foi acoplada em um microtubo coletor de 2 mL, e centrifugada por

15 segundos a 10.000 rpm. Foi descartado o conteudo do tubo coletor e a coluna foi
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transferida para um novo microtubo coletor de 2 ml. Em seguida, foi adicionado 700
puL da solucdo tampdo RW1 e centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm.
Novamente, foi descartado o conteudo do tubo coletor, que foi reutilizado para o
proximo passo. Apéds, foi adicionado 500 pL de solugdo tampdo RPE na coluna e
centrifugada por 15 segundos a 10.000 rpm. Novamente, foi descartado o conteado
do tubo coletor, que foi reutilizado para o préximo passo. Foi adicionado mais 500 pL
de solucdo tampdo RPE e centrifugada por 2 minutos a 10.000 rpm para secar a
membrana de gel silica. A coluna Rneasy Spin foi transferida para um novo
microtubo convencional de 2,0 mL e foi submetida a centrifugacéo a toda velocidade
por um minuto. A coluna foi transferida nhovamente para um microtubo coletor de 1,5
ml e adicionou-se 30 uL de agua livre de RNase diretamente na membrana para a
eluicdo do RNA. A coluna foi submetida a centrifugacdo durante um minuto a 10.000
rpm. O RNA extraido e purificado foi estocado a -80°C.

A quantidade e a qualidade do RNA extraido foram avaliadas utilizando-se o
equipamento Agilent 2100 Bioanalyser com Agilent RNA 6000 Pico Kit (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA), conforme instrucdes do fabricante. O protocolo usado
para o ensaio esta descrito no APENDICE 1. A quantidade foi expressa em pg/uL e
a qualidade, pelo numero de integridade do RNA (NIR). Os nameros obtidos no teste
designam a integridade do RNA (NIR) das amostras foram considerados adequados

quando maior que cinco.

4.3.3 Microarranjo

Os ensaios de microarranjos foram realizados com o kit comercial Affymetrix®
Canine Gene 1.0 ST Array, GeneChip® WT PLUS Reagent Kit, GeneChip®
Hibridizacdo Lave e Stain Kit® e digitalizados pelo equipamento Affymetrix
GeneChip 3000 de acordo com as recomendacdes do fabricante.

De forma resumida, o RNA total inicial de cada amostra foi transcrito em
cDNA de cadeia simples e, em seguida, convertido em cDNA de cadeia dupla. Este
foi submetido a transcri¢cao in vitro para producdo de cRNA antisense ndo marcado

e, em seguida, a amplificacdo. Apds a purificagdo, foi iniciado o segundo ciclo, o
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qual sintetizou o cDNA sense por trascri¢cao reversa a partir do cRNA ndo marcado.
Nessa fase, o segundo ciclo, foi incorporado ao cDNA de cadeia simples dUTP. Em
seguida, foi purificado e fragmentado com uracil-DNA glicolase (UDG) e
apurinica/apirimidina endonuclease 1 (APE 1) nos locais previamente identificados
pela dUTP. Os fragmentos foram marcados com deoxinucleotideo transferase (TdT),
0S quais se associaram por ligacdo covalente a biotina. Em seguida, as amostras
foram hibridizadas com os chips (laminas do microarray), lavadas, coradas e
digitalizadas.

O protocolo detalhado utilizado para a execucdo da técnica esta descrito no
APENDICE 2. Para o ensaio, foram utilizados 100 ng de RNA inicial total extraido

de neoplasias mamarias de cadelas.

4.3.4 Técnica de PCR quantitativa (QPCR)

A técnica de PCR quantitativa (QPCR) foi realizada de acordo com Moschetta
et al. (2015). A curva padrao foi calculada e as andlises para a expresséao diferencial
do gene HYAL-1 e dos genes controles endégenos RPS19 e RPL8, os quais foram
padronizados previamente por Moschetta et al. (2015), foram realizadas em
triplicatas utilizando o sistema StepOnePlus (Applied Biosystems) e o Master mix
TagMan Universal Master (Applied Biosystems) conforme as recomendacdes do
fabricante. O mix de cada gene foi preparado adicionando-se 10 pL de Master Mix,
1 yuL de TagMan Gene Expression e 8 yuL de adgua DEPC. Em seguida, 19 pL da
solucéao final foram pipetadas em cada poc¢o de uma placa de 96 pogos e adicionou-
se 1 pL das amostras de cDNA (100 ng/mL) nos poc¢os, homogeneizando a solucao.
A placa foi coberta com um adesivo proprio e centrifugada para concentrar o
conteudo no fundo do poco e eliminar as bolhas de ar. O protocolo de amplificacdo
usado no estudo foi: 50°C durante 2 min, 95°C durante 10 min, seguido de 40 ciclos
de 95°C durante 15 seg e 60°C durante 1 min. A expressao do gene de interesse foi
calculada pelo método de quantificagdo em relacdo a média dos genes controles
enddgeno (AACH).
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4.3.5 Analise Estatistica do Microarranjo

Com a finalidade de identificar os genes diferencialmente expressos, 0S
dados de expresséo das amostras carcinoma e normais foram comparadas entre si.
A comparacdo foi feita também para carcinomas com um grupo heterogéneo e
também individualizando os quatro fenétipos. O p-valor foi calculado com a
estatistica-T moderada e ajustado com o método "Benjamini and Hochberg" para
controle de taxa de falsa descoberta. Genes cujo p-valor ajustado foi < 0,05 foram
considerados diferencialmente expressos, mas somente aqueles genes cujo log Fold

Change foi<-1o0u 1.

4.3.6 Analises de Enriquecimento do Microarranjo

As andlises de enriquecimento foram realizadas no programa Web-based
Gene SeT AnalLyses Toolkit (WebGestalt) na interface Web e obtidas a partir do
banco de dados provenientes da Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG). O p-valor foi calculado com a estatistica hipergeométrica e ajustado com o
método "Benjamini and Hochberg" para controle de taxa de falsa descoberta.

Analises cujo p-valor ajustado foi < 0,05 foram consideradas significativas.

4.3.7 Andlise da expressado do gene HYAL-1 por PCR para validacao

O valor da expressédo relativa do gene de interesse foi determinado com
auxilio do software DataAssist v3.0, pelo método de quantificacdo em relacdo a
média dos genes normalizadores utilizados como controle endégeno (AACt) (LIVAK
e SCHMITTGEN, 2008.) O resultado foi apresentado em escala logaritmica de base
10 (Log1o).



44

5. RESULTADOS

5.1 Etapa 1

5.1.1 Caracteristicas Clinicas, Patolégicas e Moleculares

A maioria (34,5%) das cadelas diagnosticadas com neoplasia mamaria era
sem raca definida (SRD). Seguida das racas Poodles (16,1%); Cocker Spaniel e
Daschund (8,2%); Boxer e Pinscher miniatura (5,4%), Labrador e York Shire (2,7%);
Pitbull, Pastor Alemao, Fox Paulistinha, Maltés, Beagle e Rottweiller (1,8%); Husky
Siberiano, Lhasa Apso, Shih Tzu, Akita, Basset Hound e Weimaraner (1%). Todas
as pacientes eram idosas (acima de sete anos de idade).

A partir desses animais, foram obtidos 107 carcinomas mamarios de cadelas
e trés carcinossarcomas. Além da classificacdo histopatolégica, as neoplasias
também foram classificadas segundo o perfil fenotipico proposto pelo referido estudo
em luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e triplo negativo. A tabela 6 mostra a

associagao entre as classificacoes.
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Tabela 6: Distribuicdo da classificacao fenotipica nos tipos histologicos de tumores

mamarios caninos.

Neoplasias Mamarias Malignas Lum.A Lum.B HER2 Super. Triplo Neg.
Carcinomas

Carcinoma in situ 1

Carcinoma mamario complexo 12 15 3 5
Carcinoma mamario em tumor 9 6 4
misto

Carcinoma mamario indiferenciado 2

Carcinoma mamario papilar 8 7 1

Carcinoma mamario sélido 3 6 1 2
Carcinoma mamario tubular 8 4 2 4
Carcinoma mamario inflamatoério 1

Tipos Especiais de Carcinomas

Carcinoma mamario micropapilar 1 1

Carcimoma mamario de células 1
escamosas

Sarcomas

Carcinossarcoma 1 1 1

Dessa forma, observou-se que os neoplasmas do grupo luminal foram os

mais frequentes (75,5%). O luminal A constitui a maioria das lesdes (38,2%),

seguido pelo luminal B (37,3%). JA as neoplasias caracterizadas como HER2

superexpresso e triplo negativo foram menos frequentes, sendo que aquela

representou 9,1% e esta 15,5%. O padréo de marcacao de cada subtipo fenotipico,

segundo os anticorpos utilizados (RE, RP e HER?2) foram caracterizados na figura 7.
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Luminal A

Luminal B

HER?2 super.

Triplo negat.

Figura 7. Fotomicrografia dos perfis fenotipicos classificados por marcadores imuno-
histoquimicos (RE, RP e HER2) em tumores mamarios caninos (40x). O padrdo de
imunomarcacao considerado para o RE e para o RP foi citoplasmatico e nuclear. A
expressdo dessas proteinas foi considerada positiva quando o escore abrangia o
intervalo de 2 a 8 pontos. Ja o padrdo de marcagdo considerado para o HER2 foi a
membrana citoplasmatica. A expressdo positiva do HER2 foi caracterizada pelos
escores 2+ e 3+. O fendtipo luminal A foi classificado por RE+ (escore 8) e/ou RP+
(escore 8) e HER2-. O fendtipo luminal B foi classificado pelo RE+ (escore 8) e/ou
RP+ (escore 8) e HER2+ (escore 3+). O HER2 fendtipo superexpresso foi
classificado por RE-, RP- e HER2+ (escore 2+). O fenétipo triplo negativo foi
classificado por RE-, RP- e HER2-. Cromo6geno DAB. Barra de escala = 20 um.
LIMC, Séo José do Rio Preto, 2016.
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5.1.2 Determinacdo dos prognosticos dos fendtipos

5.1.2.1 Relacédo dos fenoOtipos com as caracteristicas clinico-patoldgicas

No fendtipo luminal A, observou-se que 14,3% das pacientes apresentaram
complicacfes relacionadas ao cancer, dentre elas: recidiva ou metastase (cutanea
ou pulmonar) durante o seguimento de 18 meses. Além disso, nesse grupo,
constatou-se que o estadiamento da doenca (TNM), na maior parte das cadelas, foi
classificado nos estadio | e Il (Figura 8A). J& no grupo luminal B, recidivas e
metastases (pulmonar e hepatica) foram verificadas em 22% das pacientes. Viu-se
também que os estadios iniciais da doenca (I e Il) foram mais frequentes quando
comparados com os mais avangados - IIl, IV e V (Figura 8B).

Em relacdo as neoplasias caracterizadas como HER2 superexpresso, 80%
das pacientes apresentaram metastase cutanea e/ou pulmonar durante o follow-up.
Além disso, observou-se que em 60% das cadelas apresentaram os estadios lll, 1V
ou V segundo a classificacdo TNM para a doenca (Figura 8C). No fenétipo triplo
negativo, 76,4% dos animais apresentaram metastase hepatica e/ou pulmonar
durante o seguimento. E, quanto ao TNM, em 53% das pacientes, o estadiamento

da enfermidade foi determinado nos estagios lll, IV e V (Figura 8D).
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Figura 8: DistribuicAo das caracteristicas clinicopatolégicas recidiva (recid.),
metastase cutanea (cutan.), metdstase pulmonar, metastase hepatica (hep) e os
estadios (I, I, I, IV e V) nos fendtipos luminal A (A), luminal B (B), HER2
superexpresso (C) e triplo negativo (D). As cadelas que nao apresentaram
complicac@es relacionadas ao cancer de mama estdo representadas pela coluna sc

(sem complicacdes).

5.1.2.2 Fenétipos e sobrevida

Nas neoplasias classificadas de luminal A, constatou-se Obito em trés
pacientes (7,14%) devido a metastase pulmonar. As demais cadelas (92,8%)
permaneceram vivas e sem complicagbes durante o0s 18 meses de
acompanhamento. Ja no luminal B, oito cédes (19,5%) morreram em consequéncia

do desenvolvimento de metastases a distancia (pulmonar e/ou hepética). Em duas
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pacientes (4,8%) houve recidiva doenca na cicatriz cirdrgica. Nas demais cadelas
desse grupo (75,6%), ndo se evidenciaram complicacfes relacionadas ao cancer
durante os 18 meses de acompanhamento.

Para os tumores HER2 superexpressos, o tempo médio de sobrevida foi de
167 dias. Sete cdes (70%) morreram devido & metastase pulmonar e, para 0s outros
trés, ndo foram detectadas complicacbes secundarias relacionadas ao cancer
mamario. No fendtipo triplo negativo, a sobrevida média foi 274 dias. Trés caes
(17,6%) ndo mostraram evidéncia de complicacédo da doenca e 14 (82,3%) vieram a
Obito devido a metdstase pulmonar e/ou metdstase hepatica. A curva de sobrevida

de cada fenotipo esta representada na figura 9 e a taxa de o6bitos na figura 10.

Luminal A
Luminal B
HER2
Triplo

100 | m
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s
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<

0 100 200 300 400 500 600
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Figura 9: Curva de Kaplan-Meier para determinacdo da sobrevida dos
fendtipos luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e triplo negativo em

neoplasias mamarias de cadelas.
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Figura 10: Porcentagem de Obitos das cadelas portadoras de cancer de mama
segundo a classificacao fenotipica em luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e

triplo negativo.

5.1.2.3 Expressdao da E-caderina nas neoplasias mamarias de cadelas

A expressdo positiva do marcador molecular E-caderina foi observada em
76,4% (n = 84) das neoplasias avaliadas, ao passo que a auséncia de marcacao foi
verificada em 5,24% (n = 21) das amostras. Também foi averiguada a intensidade de
marcacao exibida nas reacdes de cada espécime. Diante disso, verificou-se que 15
amostras apresentaram a pontuagcdo uma cruz (+), 52 apresentaram a pontuagao
duas cruzes (++) e 17 apresentaram a pontuacao trés cruzes (+++).

O padrédo de expressdo da E-caderina foi comparado com 0S grupos
fenotipicos avaliados. Observou-se diferenca estatistica significativa (p = 0,032)
entre a intensidade de expressao nos quatro perfis (luminal A, luminal B, HER2
superexpresso e triplo negativo). A figura 11 demonstra a relacdo entre a
intensidade de marcacdo da E-caderina e os subfendétipos propostos pelo referido

estudo. Evidenciou-se que no grupo luminal (A e B) a expresséao forte e moderada
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foram mais frequentes. Em contrapartida, nos canceres HER2 superexpresso e triplo

negativo, a auséncia de marcacao foi predominante.

E-caderina
25- ]
[ Negativo

w 207 3 Fraco
% B Moderado
E 154 B forte
=)
& 10-

5- H H

Luminal A Luminal B HER2 super. Triplo Negat

Figura 11: Intensidade da imunoexpressao da E-caderina nos fenétipos luminal A,
luminal B, HER2 superexpresso e triplo negativo dos neoplasmas mamarios de
cadelas. Teste estatistico Chi quadrado (x*=18,29; p= 0.032).

A figura 12 mostra o padrdo de marcagcdo da E-caderina nos tecidos

neoplasicos e as intensidades de expressao (1+, 2+ e 3+).
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Figura 12: Fotomicrografia da imunoexpressao da proteina E-caderina em tumores
mamarios caninos (40x). Em A, verifica-se a intensidade de marcacédo (1+), em B
(2+) e em C (3+). Cromégeno DAB. Barra de escala = 20 um. LIMC, S&o José do
Rio Preto, 2016.
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5.1.2.4 Expressdo das claudinas 1, 3, 4 e 7 nas neoplasias mamarias de

cadelas

As expressoOes das claudinas 1, 3, 4 e 7 foram avaliadas nas 110 amostras de
neoplasias mamarias das cadelas e estdo representadas na figura 13. Observou-se
marcacado positiva nas membranas celulares da maioria dos neoplasmas das

claudinas 1, 3 e 4. Mas, a expressao negativa da claudina 7 foi mais frequente.

1501

1004

o
e

NUmero de casos

—

0' T
Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
Claudina 1 Claudina 3 Claudina 4 Claudina 7
Expresséo

Figura 13: Padrao da marcacao (positiva e negativa) das claudinas 1, 3, 4 e 7 nas

neoplasias mamarias de cadelas.

Em relacéo ao escore final da expressao desses marcadores, as claudinas 3
e 7 apresentaram pontuacdo zero (0) na maioria das neoplasias avaliadas,
respectivamente 41% e 73%. Nas claudinas 1 e 4, a pontuagéo seis (6) foi a mais
frequente, 28% e 41%. A figura 14 mostra os escores das claudinas obtidos nas

amostras cancerosas do referido estudo.
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Figura 14: Pontuacdes (escores) das expressdes das claudinas 1, 3, 4 e 7 obtidas
apos a avaliacdo da intensidade de marcacao e quantidade de células marcadas nas

amostras caninas de tumor de mama.

N&do houve diferenca estatistica entre a intensidade de marcacdo das
claudinas 1, 3, 4 e 7 entre os fen6tipos luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e
triplo negativo pelo teste estatistico two-Way ANOVA, seguido pele teste de
Bonferroni (p>0,05).

A figura 15 mostra o padrdao de marcacdo das claudinas 1, 3, 4 e 7 nas

neoplasias mamaria de cadelas.



55
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Figura 15: Fotomicrografia da imunoexpresséocdas claudinas 1 (A), 3 (B), 4 (C) e 7 (D) em
neoplasias mamaria de cadelas (40x).Cromogeno DAB. Barra de escala = 20 um. LIMC,
Séo José do Rio Preto, 2016.

5.1.3 Células-tronco tumorais (CD44+/CD24-)

O fendtipo de células-tronco tumorais foi encontrado em apenas em quatro
(4/70) amostras, representando 5,7%. Duas neoplasias do tipo luminal A e duas
luminal B foram as que apresentaram a imunoexpresséo (CD44+/CD24-), conforme
verificado na figura 16. Uma cadela classificada com cancer luminal B e com
presenca de CD44+/CD24- apresentou sobrevida global de 240 dias em decorréncia
de metastase hepatica. Nas demais pacientes ndo foram observadas complicacdes

da doenca.
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(B), caracterizando o fendtipo de célula-tronco tumoral em neoplasia mamaria canina

(40x). Cromogeno DAB. Barra de escala = 20 ym. LIMC, S&o José do Rio Preto,
2016.

Verificou-se que os graus histolégicos Il e Il estavam associados a ocorréncia

do fendtipo de células-tronco tumorais, respectivamente (1/4) e (2/4).
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5.2 Etapa?2

5.2.1 Caracteristicas Clinicas, Patolégicas e Moleculares

O grupo experimental do estudo génico foi constituido por 12 cadelas
portadoras de carcinomas mamarios. Todas eram idosas (acima de sete anos de
idade). A tabela 7 relne as caracteristicas clinicas, patolégicas e moleculares das
cadelas que compreenderam o0 ensaio de expressdo génica pela técnica do

microarranjo.

Tabela 7: Caracteristicas clinicas, patolégicas e moleculares das cadelas que

constituiram a parcela experimental do estudo génico.

Fendtipo TNM Carcinoma Recidiva  Metéstase Sobrevida

(dias)

Lum A

Paciente 1 I Tubular Nao Nao Viva

Paciente 2 I Soélido Nao Nao Viva

Paciente 3 I Tubular Nao Nao Viva

Lum B

Paciente 4 " Em tumor misto Sim Nao Viva

Paciente 5 I Soélido Nao Nao Viva

Paciente 6 I Em tumor misto Sim Nao Viva

HER?2 super

Paciente 7 v Indiferenciado Nao Linf/Pulm* 90

Paciente 8 11 Tubular Nao Pulm/Cutan** 120

Paciente 9 " Em tumor misto Nao Pulmonar 210

Triplo neg

Paciente 10 v Sélido Nao Linf/Pulm 150

Paciente 11 " Tubular Nao Pulmonar 240

Paciente 12 11 Soélido Nao Pulmonar 300

*Linf/Pulm: linfonodo/pulmonar
**Pulm/Cutan: pulmonar/cutanea

5.2.2 Expressdao génica global das neoplasias mamarias de cadelas

A comparacdo entre e expressdo génica dos fendtipos dos canceres de

mama (luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e triplo negativo) ndo revelou
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variacdo estatistica significativa no referido estudo. Entretanto, observou-se
diferenca de expressdo entre o0 grupo carcinoma quando comparado com a
expressao génica das amostras normais. A gquantidade de genes diferencialmente

expressos foi representada na tabela 8.

Tabela 8. Quantidade de genes diferencialmente expressos no grupo carcinoma em

relacdo as amostras. Foram considerados os FC dos genes <-1e 21.

Grupo Genes + Genes -
Carcinoma 878 821

A figura 17 representa a dispersao dos genes diferencialmente expressos no

carcinoma mamario de cadelas.
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Figura 17: Dispersdo dos genes diferencialmente expressos nos carcinomas
mamarios (-1 < logFC = 1) em relacdo as amostras mamarias normais de cadelas.
Caracterizado no eixo x tem-se o valor de p (-10log10) e no eixo y o Fold Change
(FC) de cada gene. Os dados representados em vermelho referem-se aos genes
regulados positivamente nas amostras neoplasicas, ja o verde aos genes regulados

negativamente.



59

5.2.3 Enriquecimento do Microarranjo

5.2.3.1 Genes Regulados Positivamente

A- Funcéo Molecular dos Genes

As funcdes moleculares dos genes superexpressos nos carcinomas mamarios

em cadelas estao representadas na figura 18.

(23|
|
!
b
b
S
6
£l
6l
(0
€2
62
29
€9
£9
69
(174}
182
Y|
7 T T T 7 7 T 7 7
§ 8 8 8 8 8 8 8 8
sauab ap (N

ope2JjISse|o oBN

olugbixo ap oedeb|

Jejnosjow oedeydepe ap apepiAy
ajuepixoijue apepIAy

SUOLR|e Jealied ap apepIAIN
O)elplog.es oedeb|

BINOZIOW EINNIISD 8p 3PEPIAINY
Buljewolo oedeb|

eolpd|| oedebi

eoljew|zus oedenbal ap apeplaly
IEINO3|OW OEBSNPSUE.} 8p SPEPIAINY
apodsuel) ap apeplaly
aseJajsuel) ap SpEPIANY

8SE|0lplY Bp BpepiAlY

oedeb|| ap 0ap)ios|onN

s00lg[oNuU sopjoe ap oeded|]
eo|uo| oedeh|

eolej04d oedeh|n

sopo]

Figura 18: Funcbes moleculares dos genes regulados positivamente no

7

carcinoma mamario canino.



60

mom— | opeo|sseo oeN

21k sednnw sagdung

12l owswiosaip

€2 + oednpoiday

gl | .einjeo ogdelsyljold
Obf | asuop
8 - Jenjeo sjusuodwoo ep oedeziueblo

lg|njgo oedeoiunwio)
0JUBL IAOAUSSEP 8p 0SS200.d
oedez|eson

Jg|nj2onjnwl 0ss800.1d

sojnwijise e Ejsodsay

eo|6ojolq oedenbay

900

A funcéo biologica dos genes regulados positivamente esta representada na
800

9i2 - 00]|0gEIaW 0SS800.1d
- sopol
o o o o o o o o
o =] b=} =] b=} b=} =}
™~ o w - o« o~ —

sauab ap ;N

B- Funcéo Biol6gica dos Genes

figura 19.

Figura 19: Categoria dos processos biolégicos dos genes positivamente

regulados no carcinoma mamario canino.
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C- Vias Metabolicas

Na colecdo de genes superexpressos obtida no referido estudo foi possivel
identificar apenas uma via de sinalizagcédo relacionada ao processo carcinogénico.
Trata-se da via de sinalizacdo metabdlica (p ajustado= 0,0000125).
5.2.3.2 Genes Regulados Negativamente

A- Funcéo Molecular dos Genes

As funcBes moleculares dos genes regulados negativamente nos carcinomas

mamarios de cadelas estéo representadas na figura 20.
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B- Funcdes Bioldgicas dos Genes

As funcgbes bioldgicas dos genes regulados negativamente no carcinoma

tadas na figura 21.
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C- Vias metabdlicas

Na colecdo de genes regulados negativamente obtidos foi possivel identificar
quatro vias de sinalizacdo relacionadas ao desenvolvimento de cancer: a via
metabdlica, MAPK, PPAR, Reparo de Nucleotideo.

5.2.4 Novo marcador para o Cancer de Mama de Cadelas

5.2.4.1 Validacédo do HYAL-1

A expressdo génica do gene HYAL-1 para validagdo como um marcador para
0 cancer de mama em cadelas também foi analisada por PCR em Tempo Real. Para
esta analise, o valor da expressdo relativa (RQ) para o grupo controle foi
estabelecido como 0 (zero) e todos os resultados foram demonstrados como escala
de log10. Esse ensaio permitiu verificar que o gene HYAL-1 est4 superexpresso em

carcinoma mamarios de cadelas (figura 22).
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Figura 22: Andlise da expresséo génica por PCR do gene HYAL-1 em tecido tumoral
mamario de cadelas. Valor de p significativo no teste t (zS.E.M. ** p = 0.0061
comparado ao grupo glandula mama).

Também foi evidenciado que a expressdo desse gene era maior em cadela
com cancer gue teve recidiva. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos caracterizados na figura 23.
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Figura 23: Andlise da expresséo génica por PCR do gene HYAL-1 em tecido tumoral
mamario de cadelas agrupadas segundo o tipo de evolugcdo da enfermidade. Valor
de p significativo no teste t (£S.E.M. p > 0.05)
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6. DISCUSSAO

Estudos tém demonstrado que a neoplasia mamaria de cadelas € uma
doenca heterogénea e complexa (GAMA et al., 2005; PENA et al., 2014; IM et al.,
2014). Diante disso, a classificacao histopatolégica das lesdes mamarias, a qual se
fundamenta na avaliagcdo anatomo-morfolégica das células que constituem a
glandula, ndo é capaz de determinar o prognostico da doenca de forma precisa e
confiavel. Essa desvantagem € nitida quando o oncologista se depara com
pacientes diagnosticados com o0 mesmo subtipo histolégico e estadiamento, porém
com progresséo e evolugdo da enfermidade de formas distintas (SIDRANSKY, 2002;
LONNING, 2003; ZUCCARI et al., 2006).

Nesse ambito, o presente estudo constatou que o uso do exame
histopatoldégico como ferramenta Unica para a determinacdo do diagndstico e do
prognéstico do cancer de mama das cadelas nao foi suficiente, pois foi constatado
que um mesmo subtipo histopatoldgico pdde apresentar diferentes fenétipos e, como
consequéncia, evolucbes distintas. Dessa forma, sugere-se que a avaliacdo
anatomo-morfolégica das lesdes neoplasicas ndo seja realizada como Unico método
diagnéstico. Na Medicina Veterinaria, ha poucos artigos que exploram a
classificacdo de grupos moleculares com marcadores imuno-histoquimicos nas
neoplasias mamarias de cadelas (GAMA et al., 2005; SASSI et al., 2010), o que, de
fato, enfatiza a necessidade de estudos acerca da teméatica. Além disso, verifica-se
grande discrepancia entre os artigos publicados, os quais sdo embasados em uma
variedade de marcadores e diferentes técnicas de execucdo (PENA et al., 2014).

Assim, alicercados nos resultados obtidos nesse projeto, foi possivel
estabelecer uma classificacdo fenotipica baseada em quatro marcadores imuno-
histoquimicos (RE, RP, HER2 e E-caderina) para a definicdo de quatro grupos
fenotipicos: luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e triplo negativo. A utilizacéo
desses marcadores mostrou ser muito eficiente na definicdo dos perfis fenotipicos
das neoplasias mamarias em cadelas por assegurar uma correlacdo progndéstica

confidvel. Isso se mostra um ponto forte do trabalho, visto que as classificacfes
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fenotipicas publicadas na literatura utilizam mais marcadores para definirem um
painel (GAMA et al., 2005; SASSI et al., 2010; IM et al., 2014).

Diante do exposto, verificamos que a maioria dos neoplasmas caninos foram
classificados como luminal A e luminal B. Estes subfendtipos apresentaram
prognostico favoravel, visto que as taxas de recidivas e metastases foram menores.
Esses grupos séo caracterizados pela expressdo positiva de ER e PR. Esta
estabelecido na literatura que a expressao elevada desses receptores ocorre nas
mamas normais e nas neoplasias mamarias benignas (LANA et al., 2007). Todavia,
o cancer de mama também pode exibir expressdo positiva desses receptores.
Assim, os neoplasmas RE e RP positivos possuem prognoéstico melhor, pois as
células tumorais que constituem a lesdo sdo mais similares as células normais da
glandula mamaria. Ja a marcacao negativa desses receptores esta relacionada a
tumores mamarios com caracteristicas de malignidade mais acentuadas (de LAS
MULAS et al., 2005; MAINET et al., 2014, PENA et al., 2014, KIM et al., 2014).

A expressdo da proteina HER2 também mostrou ser um marcador
prognéstico eficiente. Foi observado maior nimero de 6bitos no grupo Luminal B
guando comparado ao luminal A. Infere-se que tal achado esteja envolvido com a
expressdo do HER2 no luminal B. Ja o fenotipo HER2 superexpresso, ao ser
definido pela auséncia dos receptores RE e RP, bem como pela expressao positiva
do HERZ2, revelou o pior prognéstico entre os demais. A expressdo da proteina
HER2 em neoplasias mamarias de cadelas foi averiguada por Dutra et al. (2004) e
demonstraram que a superexpressao estava associada com neoplasmas mais
agressivos. Os nossos resultados corroboram os achados desses pesquisadores.
Entretanto, Campos et al. (2015) n&o observaram caracteristicas prognésticas com
esse marcador.

O cancer triplo negativo € caracterizado pela auséncia de expressdo dos
receptores RE, RP e HER2. Essa peculiaridade os torna bastante agressivos,
conforme constatado no estudo. As cadelas classificadas com esse fendtipo
apresentaram a maior taxa de 6bito, as quais foram decorrentes de metastases. Kim
et al. (2013) também relataram que esse grupo apresentou menor tempo de
sobrevida e prognostico desfavoravel nas cadelas portadoras de neoplasmas

mamarios triplo-negativos.
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Outras classificacdbes moleculares baseadas em marcadores imuno-
histoquimicos para neoplasias mamarias de cadelas foram desenvolvidas e
avaliadas em trés estudos. Gama et al. (2008) estudaram um painel baseado em
cinco marcadores (RE, RP, HER2, CK5, p63 e P-caderina) e determinaram quatro
fenotipos: Luminal A, Luminal B, HER2 superexpresso, basal-like. Assim como foi
constatado no nosso estudo, tais pesquisadores observaram diferenca significativa
entre 0S grupos quanto ao prognostico e a sobrevida, exceto no basal-like. Sassi et
al. (2010), por sua vez, propuseram cinco marcadores imuno-histoquimicos para
classificarem os neoplasmas em Luminal A, Luminal B, HER2 superexpresso, basal
like e normal like. Entretanto, foram identificados apenas os subtipos Luminal A,
Luminal B e basal like. E, em contraste com os resultados obtidos no nosso estudo,
nao foram observadas diferencas no tempo de sobrevida entre os fenétipos. Im et al.
(2014) utilizaram seis anticorpos (ER, HER2, CK14, P63, SMA e Vimentina) para
definirem cinco grupos: Luminal A, Luminal B, HER2 superexpresso, basal like e
normal like. Esses pesquisadores concluiram que a baixa expressdo de RE e a
superexpressao de HER2 em cancer de mama de cadelas foram associadas a pior
prognostico. Os resultados aqui obtidos corroboram que a auséncia de expresséo do
RE e a positividade para o HER2 conferem um progndstico desfavoravel.

A E-caderina € uma molécula de adesdo encontrada nos tecidos epiteliais e a
sua expressao nos tecidos mamarios neoplasicos esta intimamente relacionada com
0 comportamento bioldgico e o progndstico do cancer (GAMA et al., 2008; GAMA et
al.,, 2012). Conforme ja& descrito, durante o fenbmeno da transicdo epitélio-
mesenquimal, as células epiteliais assumem o fenétipo de células mesenquimais.
Com isso, adquirem a capacidade de locomocgao e invasao no estroma circundante,
0 que favorece a progressdo da doenca e a formacdo de metastases a distancia
(GHELDOF & BERX, 2013) Portanto, a expressao reduzida ou ausente desse
marcador confere agressividade ao cancer de mama (SARLI et al., 2004). Além
disso, autores citam a E-caderina como um agente de supresssao tumoral, pois a
presenca da proteina na membrana citoplasmatica das células epiteliais neoplasicas
ndo desestabiliza o complexo das cateninas, sobretudo a B-catenina, o que favorece
o controle da proliferacédo celular pela via canénica do Wnt (JEANES et al., 2008;

HEUBERGER et al., 2010). Dessa forma, a adicao da E-caderina no painel sugerido
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pelo grupo de pesquisa em questdo assegurou a classificacdo frente ao perfil
epitelial das células neoplasicas. A associacdo desse marcador possibilitou avaliar
0s comportamentos diferentes entre neoplasmas caracterizados no mesmo subtipo
fenotipico. Foi possivel verificar que, nas pacientes com complicacbes das doencas
(recidiva e/ou metastase) nos grupos luminal A e luminal B, a expressdo da E-
caderina estava diminuida ou ausente, o que permitiu explicar o prognostico
reservado nessas cadelas. Diante do exposto, verificou-se que a auséncia ou a
baixa expressdo de E-caderina se associou a fendtipos mais agressivos e
metastaticos (HER2 superexpresso e triplo negativo). Isso nos faz concluir que tal
marcador auxilia na compreensao do desenvolvimento, bem como na determinacgéo
da evolucédo da doenca. Dessa forma, carcinomas pouco diferenciados, invasivos e
metastaticos apresentam perda da expressdo da E-caderina, o que sugere um
importante fendmeno denominado de transformacédo maligna. Além disso, a perda
de expressao de E-caderina em cancer de mama de cadelas foi correlacionada com
menor sobrevida e tempo livre de doenca mais curto (KLOPFLEISCH et al., 2011a).
Matos et al. (2007) e Yoshida et al. (2014) também conseguiram demonstrar que a
reducdo da expressao da E-caderina estava associada a neoplasias mais invasivas
e metastaticas. O que se assemelha aos achados do referido estudo, uma vez que o
cancer triplo negativo e HER2 superexpresso apresentaram perda da expressao
desse marcador epitelial.

As claudinas sdo os principais constituintes das tight junctions e estdo
presentes nos tecidos epiteliais e endoteliais. Além de promoverem a adesao entre
as células e controlar a permeabilidade paracelular, esse grupo de proteinas atuam
em diversos mecanismos de sinalizacdo celular, entre eles a proliferacéo,
diferenciacéo e apoptose (OSANAI et al., 2016). Estudos recentes demonstram que
a desregulacdo da expressdo das claudinas favorece a carcinogénese e a
progressdo da enfermidade (GUNZEL & FROMM, 2012). No cancer de mama em
mulheres, foi relatada a diminuicdo da expresséao da claudina 1 na doenca invasiva e
da claudina 7 no carcinoma ductal invasivo, assim como superexpressado das
claudinas 3 e 4 (SOINI, 2005; SINGH et al.,, 2010; KWON, 2013). Todavia, os
resultados obtidos neste estudo nédo foram esclarecedores. O padréo de expressao

foi bastante uniforme entre os fenétipos luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e
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triplo negativo, fato que ndo mostrou as claudinas como um bom marcador para o
cancer de mama nesse estudo. Jakab et al. (2008) também obtiveram resultados
confusos quanto a expresséo das claudinas em neoplasmas mamarios de cadelas.
Ele mostraram que a expresséo forte das claudinas 1, 3, 4, 5, e 7 ocorreu na lesdes
hiperplasicas de mama, bem como nos tumores benignos. A marcagdo acentuada
das claudinas 3 e 4 foi observada nos carcinomas nao-infiltrativos e em todos os
graus histologicos (I, 1l e 1ll) de carcinomas infiltrativos. A reducéo da expressao das
claudinas 5 e 7 foi observada tanto em carcinomas néo-infiltrativos como nos
infiltrativos. Mesmo assim, 0s pesquisadores concluiram que a perda ou a
diminuicdo da expressdo das claudinas 1, 2, 5 e 7 podem levar a desorientacao
celular e a invaséo do cancer de mama canino.

Algumas especulagbes sobre os resultados obtidos quanto a imunoexpressao
das claudinas 1, 3, 4 e 7 no referido trabalho podem repercutir na escolha da técnica
de TMA para a avaliacdo da expressao dos marcadores. Essa ferramenta permite a
analise de inumeros espécimes de forma simultanea, por isso possui indicacdo para
o estudo de perfis fenotipicos em cancer de mama em mulheres e em cadelas. No
presente projeto, para assegurar a confiabilidade dos resultados, as areas das
amostras neoplasicas com maiores critérios de malignidade foram selecionadas para
constituierem o bloco de TMA. Ou seja, o tumor nao foi avaliado na totalidade, o
que, para as claudinas, pode ter sido um fator complicador. Esse argumento gera
davidas, pois nos marcadores RE, RP, HER2 e E-caderina os resultados foram
coerentes e interessantes. Dessa forma, a explicagdo mais plausivel para tais
achados fundamenta-se na homologia entre os anticorpos primarios e as proteinas
(claudinas 1, 3, 4 e 7) caninas. Na literatura, até o momento, € possivel encontrar
apenas a sequencia predicta desses receptores, ou seja, a sequéncia dos
aminoacidos ndo esta totalmente esclarecida. Como os anticorpos (anti-claudina 1,
anti-claudina 3, anti-claudina 4 e anti-claudina 7) usados no estudo foram
desenvolvidos para 0 uso imuno-histoquimico em humanos, a homologia entre eles
e 0 cao nao é de 100%. Por isso, os resultados se apresentaram de forma inusitada.

As células tronco tumorais ou células iniciadoras de tumor constituem uma
pequena fragdo da massa tumoral e sdo importantes na iniciagdo e progresséao da

doenga, porque promovem O crescimento (auto-renovacgdo), heterogeneidade
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(pluripoténcia), recidivas, metdstases e resisténcia a quimioterapia antineoplasica
(GONCALVES et al., 2016). Em virtude dessas caracteristicas, estas sao
consideradas marcadores prognoésticos importantes para a enfermidade. No cancer
de mama, um dos fenotipos das células tronco tumorais é caracterizado pelo perfil
CD447/CD24. Magalh3es et al. (2014) foram os pioneiros a investigar a deteccdo
desse fenétipo com os marcadores imuno-histoquimicos CD44 e CD24 em tumores
mamarios de cadelas. Concluiram que cerca de 30% dos neoplasmas mamarios
apresentavam esse fendtipo essa técnica € eficiente e precisa para a avaliacdo da
expressdo dessas proteinas, e que a presenca dessas células tronco tumorais
estava relacionada a neoplasmas com os graus histologicos Il e Ill ou a metastase
em linfonodos. A IHC é uma ferramenta util, pratica e efetiva para a avaliacdo da
imunoexpressao dos marcadores CD24 e CD44 em céncer de mama canino. Além
disso, apesar da presenca do fendtipo CD44*/CD24 ter sido encontrado em apenas
quatro tumores, dentre os quais dois eram luminal B e dois luminal A, também se
constatou que a maioria das lesGes estava relacionada aos graus histologicos Il e 11l
A baixa incidéncia desse fenétipo no presente estudo (5,8%) também pode ser
explicada pelas restricbes impostas pelo uso TMA. Na area de maior malignidade é
possivel ter ocorrido a completa organizacdo estrutural dos componentes
neoplasicos (células, estroma, microambiente). Portanto, na regido selecionada,
infere-se que a atividade do sistema imune tenha sofrido reducédo, ou interrupgéao.
Dai a baixa incidéncia do fenotipo CD44/CD24~ A homologia entre os anticorpos
primarios e os receptores CD24 e CD44 caninos também podem ter interferido nos
resultados obtidos, conforme explicado anteriormente.

A andlise da expressdo genbmica dos tumores, como 0 microarranjo de
cDNA, é uma ferramenta diagnostica importante para a identificacdo de novos
marcadores clinicos, pois auxilia no entendimento dos padrées moleculares das
neoplasias (VIEIRA et al., 2007; PEROU et al., 2011). Na pesquisa oncoldgica, 0s
microarranjos podem ser usados para inumeras propostas, sendo que uma das
principais aplicacdoes é a identificacdo de genes que podem estar associados ao
desenvolvimento e a progressao de um tipo de céncer especifico (COLOMBO &
RAHAL, 2010). Além disso, o estudo da expressdo génica dos neoplasmas

direciona para a medicina personalizada, a qual propicia um tratamento



72

individualizado e preciso conforme a assinatura genética do cancer (MORRIS,
2016). Diante do exposto, 0 presente ensaio vislumbra o inicio da medicina
personalizada em cadelas com cancer mamario.

Os estudos de expressdo génica de neoplasmas desenvolvidos na espécie
canina sdo recentes e incipientes. No levantamento bibliogréfico, constataram-se
poucos estudos com a técnica do microarranjo, o qual foi empregada para a
avaliacao de linfomas (FRANZ et al., 2013; RICHARDS et al., 2013; MUDALIAR et
al.,, 2013), cancer de mama (RAO et al., 2009; WENSMAN et al.,, 2009;
KLOPFLEISCH et al. 2010; KLOPFLEISCH et al.,, 2011b; PAWLOWSKI ET AL.,
2013a; PAWLOWSKI et al., 2013b), sarcomas de tecidos moles (KLOPFLEISCH et
al., 2013), osteossarcomas (PAOLONI et al., 2009; SELVARAJAH et al., 2009;
SCOTT et al., 2011) e mastocitomas (GLANTIN el al., 2014).

O primeiro ensaio de expressdo génica com cancer de mama canino foi
desenvolvido por Wensman et al. (2009). Os pesquisadores avaliaram a expressao
génica global de carcinomas simples, fibrossarcomas e osteossarcomas mamarios.
Verificaram que o0s carcinomas expressavam marcadores de adesdo celular
(citoqueratina, E-caderina e ocludina), e o0s outros dois grupos expressavam
marcadores mesenquimais e genes controladores do desenvolvimento relacionados
a formacéo éssea craniofacial (SIP1/ZEB2, MSX-2 e SatB-2).

Rao et al. (2009) também avaliaram a expressdo dos genes em carcinomas
mamarios em cadelas. Verificaram que a maioria estava envolvida com motilidade,
adesdo celular, organizacdo do citoesqueleto, proliferacdo e regulacdo do ciclo
celular.

Klopfleisch et al. (2010) comparou a expressao génica entre o céncer de
mama metastatico e o cancer de mama ndo metastatico em cadelas e observaram
1011 genes diferencialmente expressos, dentre 0s quais 744 encontravam-se
regulados positivamente e 267 regulados negativamente no grupo metastatico. Por
meio da analise de enriquecimento dos genes superexpressos no cancer
disseminado, constataram que a maioria estava envolvido no ciclo celular. Os genes
regulados negativamente faziam parte da diferenciacdo celular e de vias de

sinalizacao de crescimento.
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Em outro estudo desenvolvido por Klopfleisch et al. (2011b) foi avaliado o
perfil de expressédo génica do cancer de mama metastatico de cadelas. Quando
comparado com amostras de mamas normais, verificaram 1312 genes
diferencialmente expressos no cancer de mama metastético. Varios genes regulados
positivamente estavam envolvidos com a divisao celular e com a invasao da matriz
extracelular, dentre eles: MMP, SERPINEL, TIMP3. E muitos outros, negativamente
regulados, associavam-se ao mecanismo de diferenciacdo epitelial (EGF, EGFR,
MAP2K6, SATATS5), adesdo celular (CLDN5, CTNNAL1l, MUC1, PECAM1) e
angiogénese (ANGPT 2, ANGPTL1-4, FIGF, TIE1).

Em nosso estudo, obtivemos 1699 genes diferencialmente expressos no
cancer de mama em relacdo a glandula normal. Dentre esses, as funcdes bioldgicas
mais relevantes ao processo de tumorigénese relacionadas aos genes
superexpressos eram a adesdo biolégica (LAMALl, ITGA8, CD48, ARHGF3,
SIPA1L1, F8, CD34, CUBN, ITGAE, SCARB2, NLGN4X, C8A); morte celular
(ULBP1) e locomocado (KIF5A, PDGFD, SEMAGA, FYN, KIF5C, YES1). Os genes
regulados negativamente também estavam associados a adesao celular (NRP1,
SEZ6L, ADAMTS6, FGL2, ASGR2, CADM1, ANGPTL4, APOH, EGFLAM, LAMB1,
JAG1), morte celular (CADM1), locomoc¢do. Diante do exposto, nota-se que a
expressao génica do cancer de mama é diferente entre os estudos citados. Entende-
se que tal diferenca esteja relacionada a origem da populacdo doente, isto é as
regibes geogréaficas onde foram desenvolvidos os ensaios (Europa X Brasil), ao tipo
de cancer (metastatico e ndo metastatico), bem como ao tempo de evolucdo da
doenca (ocorréncia de transformacdes malignas).

Para reforcar o que foi ja salientado, Pawtowski et al. (2013a) afirmaram que a
classificacdo histopatolégica e molecular dos neoplasmas mamarios de cadelas
devem ser usadas de forma complementar. O grupo verificou que o método de
pontuacdo da neoplasia em graus histolégios (I, Il e 1ll) ndo permitiu estabelecer o
verdadeiro prognoéstico da doenca, visto que a expressdo génica dos neoplasmas
classificados com o0 mesmo escore foi diferente, conforme observado nesse ensaio.
Para sanar essa dificuldade e determinar outros marcadores progndésticos, em outro
estudo, Pawtowski et al. (2013b) analisaram a expressdo génica de carcinomas

mamarios cadelas classificados em diferentes graus de malignidade (1,1l e Ill) e
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selecionaram cinco genes (SEHRL, ZFP37, MIPEP, RELAXINA E MAGI3) capazes
de predizerem a agressividade da neoplasia. Eles concluiram que o aumento da
expressao desses genes esta associado a malignidade e que, dessa forma, devem
ser usados como marcadores para o prognostico do cancer de mama em cadelas.

O estudo génico dos carcinomas mamarios de cadelas pela técnica do
microarranjo pelo nosso grupo de pesquisa permitiu a identificacdo do gene HYAL-1,
o qual foi validado como um marcador para a doenca nessa espécie. Tal descoberta
é inédita na medicina veterinaria, especialmente no cancer de mama de cadelas. No
perfil de expressdo dos subfenotipos luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e
triplo negativo, constatou-se que a expressao desse gene foi mais significante nos
neoplasmas triplo negativos. Esse achado apontou o HYAL-1 como um potencial
marcador de malignidade para a doenca. Dessa forma, foi selecionado para a
validacdo por PCR, o qual constatou a superexpressdo no cancer de mama
(marcador diagnéstico), bem como nos carcinomas recidivantes (marcador de
recidiva).

Em cées, apenas um artigo na literatura faz alusdo a esse gene no
mastocitoma canino. Arendt et al. (2015) avaliaram os fatores genéticos
predisponentes para o desenvolvimento do mastocitoma cutdneo em Golden
Retrievers americanos e europeus. A associacdo entre as duas populacdes permitiu
identificar dois loci significativamente diferentes. Na americana, os genes SPAM1,
HYAL4 e HYALP1, e na europeia os HYALL, HYAL2 e HYALS3, todos pertencentes a
familia das enzimas hialuronidases. Diante disso, 0os pesquisadores inferiram que o
turnover do &cido hialurénico e mutacfes nesses genes incitam o desenvolvimento
dos mastocitomas.

Os estudos em céancer de mama humano relacionados ao marcador HYAL-1
foram pouco explorados e existem poucos artigos publicados na literatura.
Entretanto, os resultados sdo promissores e interessantes, 0s quais o atestam como
um bom marcador para a doenca. Os dados obtidos por Tan et al. (2011a)
constataram que a regulacdo positiva do marcador HYAL-1 nos tumores mamarios
de mulheres esta relacionada com caracteristicas de malignidade. Além disso,
demonstraram que o cancer de mama positivo para HYAL-1 tem grande potencial

para o tratamento personalizado com farmacos capazes de antagonizar a atividade
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dessa enzima. Para chegarem nessas conclusdes, os pesquisadores forcaram a
expressdo do HYAL-1 em células de cancer de mama por meio da transfeccéo de
plasmideo e notaram crescimento celular, migracdo, invasdo e angiogénese nos
testes realizados in vitro. Ja no estudo in vivo com modelo xenogréafico de inducéo
de cancer de mama com ceélulas previamente confeccionadas para expressarem o
marcador, observaram crescimento acentuado do tumor e angiogénese. Em outro
ensaio desenvolvido pela mesma equipe, Tan et al. (2011b) comprovaram mais uma
vez que a superexpressao da HYAL-1 no céancer de mama em mulheres estava
associada a um comportamento maligno e que, por isso, pode e deve ser utilizado
como um marcador progndstico e terapéutico para a enfermidade. No nosso estudo,
foi possivel verificar que a superexpressao do gene HYAL-1 ocorre no cancer de
mama de cadelas, sendo possivel inferir que pode ser usado como, além de um
marcador para a doenca, como um marcador de recidiva. Ndo foi possivel
determina-lo como um marcador de progndstico, pois 0 numero amostral da
populacao avaliada pode ter interferido nesse resultado.

Outro estudo verificou a possibilidade do HYAL-1 ser um marcador plasméatico
para o cancer de mama em mulheres. Wu et al. (2016) verificaram a atividade das
enzimas hialuronidases no soro de mulheres com tumores mamarios benignos e
malignos. Em ambos os grupos a quantificacdo da atividade foi semelhante. Além
disso, também nao verificaram diferencas entre o cancer metastatico e nao
metastatico. Portanto, concluiram que essa modalidade diagnéstica ndo tem
aplicabilidade para a determinacdo do comportamento e progndstico para a moléstia
em humanos.

Além do cancer de mama em mulheres, a superexpressdo do marcador
HYAL-1 foi observada em outros tipos de neoplasmas, dentre os quais se pode citar
o cancer de prostata, o de ovario, o de bexiga e o de célon. Em todos, a positividade
desse marcador estava associada a invasdo, ou a recidiva, ou a progressdo da
doenca, fato que, mais uma vez, tais achados corroboram e associam esse gene a
capacidade de atuar como marcadores dessas enfermidades (KOVAR et al., 2006;
KRAMER et al., 2010; BOUGA et al., 2010; HUANG et al., 2016).

Como ¢é possivel perceber, ainda ha muito o que evoluir com os estudos de

expressdo génica nas neoplasias mamarias de cadelas. A expectativa é que a
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avaliacdo da assinatura genética em larga escala favoreca o reconhecimento de
novos marcadores, 0s quais possam ser inseridos a rotina clinica dos oncologistas
veterinarios para, assim, favorecer o desenvolvimento de uma medicina
personalizada, com chances reais de alteracdo do curso da doenca, com aumento
do tempo livre de doenca e sobrevida global das pacientes.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo permite as seguintes conclusoes:

O painel imuno-histoquimico com os marcadores RE, RP, HER2 e E-caderina
€ confidvel para a classificagdo fenotipica prognéstica (luminal A, luminal B,
HER2 superexpresso e triplo negativo) para neoplasmas mamarios em
cadelas;

A avaliacdo dos padroes de marcacao dos receptores RE, PR, HER2 e E-
caderina no cancer mamario das cadelas pela técnica de IHQ afirma que
essas proteinas podem ser utilizadas como marcadores fidedignos para a
doenca nessa espécie;

A avaliacdo do padrao de expressao das claudinas 1, 3, 4 e 7 pela técnica de
IHQ no cancer de mama de cadelas revela que essas proteinas ndo sao bons
marcadores para a doenca no nesse estudo.

A avaliacdo do padréo de expressao das proteinas CD24 e CD44 pela técnica
de IHQ para a determinacdo das células-tronco tumorais (CD44%/CD24)
mostra a baixa incidéncia desse fendtipo na massa tumoral e que a presenca
esta relacionada aos graus histolégicos 1l e llI;

O perfil da expressdo génica global dos carcinomas mamarios de cadelas
mostra inimeros genes regulados positiva e negativamente, os quais estédo
envolvidos em vias de sinalizacdo que influenciam na carcinogénese
mamaria;

Ndo ha diferenca significante entre os perfis de expressdo génica dos
subfendtipos luminal A, luminal B, HER2 superexpresso e triplo negativo para
neoplasmas mamarios em cadelas;

O estudo génico possibilita a identificacdo de novos marcadores moleculares
para a doencga;

O HYAL-1 é um marcador diagnostico e de malignidade para o cancer de

mama em cadelas.
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ANEXO 1: Protocolo Bionalyser
Agillent 2100 —Teste RNA — Célula Eucariota

Preparo do RNA Ladder

1. Centrifugue brevemente a lader e pipete num tubo RNAse-free
2. Aqueca a ladder durante 2 min a 70°C
3. Adicione 90 pL de &gua livre de RNase e misture
4. Prepare aliquotas de 0,5 pL
5. Armazene as aliquotas a -70°C
Preparo do Gel

1. Retire o kit do freezer e deixe estabilizar em temperatura ambiente durante 30
minutos

2. Coloque 550 pL do RNA Agilent 6000 Nano matriz gel no filtro de rotacéo
(vermelho).

3. Coloque o filtro de centrifugacdo numa microcentrifuga e centrifugue durante
10 minutos a 15009

4. Aliquote 65 pL do gel filtrado em tubos de 0,5 mL livres de RNAse. Armazene
a 4°C por até um més.

Preparo do Gel Dy-Mix

1. Coloque os reagentes (RNA 6000 Pico dye concentrate — azul) em
temperatura ambiente durante 30 minutos antes do uso.

2. Homogeneize 0 RNA 6000 Nano corante concentrado (azul) no vortex por 10
segundos e dar um spin down

3. Adicione 1 pl do RNA 6000 Nano corante concentrado (azul) na aliquota de
65 do gel filtrado

4. Centrifugue em temperatura ambiente durante 10 minutos a 13000 g. Use o
gel dy-mix em 1 dia.

T 1 Gel-dye mix
1 pl dye

65 pl filtered
gel

Carregando o Gel Dy-Mix

1. Deixe o gel dy-mix equilibrar em temperatura ambiente durante 30 minutos
(proteger da luz)
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Pegue um novo RNA nano chip.

Coloque o chip na estacao chip priming

Pipete 9.0 pl do gel dy-mix e coloque no po¢co marcado e descarte o gel dy-
mix ®.

Defina o temporizador para 30 segundos e se certifigue de que o émbolo
esteja posicionado em 1 mL, e, em seguida, feche a estacdo de chip de
priming.

Pressione o0 émbolo da seringa para baixo até que seja preso pelo clipe
Aguarde 30 segundos e solte o0 Embolo

Verifique que o émbolo se move para tras, pelo menos, a marca de 0,3 mL.
Aguarde 5 segundos, em seguida, lentamente puxe o émbolo para a posicao
de 1 mL.

10.Abra a estacgéo de chip de priming.
11. Pipete 9,0 puL da mistura de corante de distribuicdo do gel em cada um dos

pocos marcados G

12.Descarte o gel-dye mix que sobrou.

Carregando o RNA 6000 pico Conditioning Solution (Branco) e Marcador

1.

Pipete 9,0 uL do RNA 6000 Pico Conditioning Solution (branco) no poco
marcado
Pipete 5 pL do RNA 6000 Pico marker em todas os 11 pocos das amostras,

bem como no poco marcado 4

oo

]

Carregando a Ladder Diluida e as Amostras

1.
2.

Pipete 1 pL da aliquota ladder aquecida e desnaturada no po¢o marcado
Pipete 1 pL da amostra (no caso o0 RNA das amostras) em cada poco (total
11)
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3. Pipete 1 pL do RNA 6000 Pico marker (verde) nos pogos que nao foram
usados (caso tenha)
4. Coloque o chip no adaptador e vortex por 1 min na centrifugacao indicada
(2400 rpm)
5. Corra o chip no equipamente Agilent 2100 bioanalyzer dentro de 5 min
L L X W

L L X B
LE R Js

LY Jalkel
Tul sample

ANEXO 2: Protocolo Microarray (Affymetrix)
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DIA 1
1. Preparo do RNA controle
Adicione 2 pL do RNA controle (Hela) em 78 pL de agua livre de nuclease.
Para a reacao controle, foi utilizado 2 pL dessa solucao.
2. Preparo do RNA Poly- A Controles
Para o preparo do RNA controle com as caudas Poly-A foi realizada a diluicdo
seriada do Poly-A RNA stock, conforme especificado na tabela 2.

Tabela 2: Diluigao seriada do Poly-A RNA Stock controle.

Diluicao Seriada

Total de 12Diluicdo 22 32 4a
RNA Diluigcao Diluigcao Diluicao
100 ng 1:20 1:50 1:50 1:4

Essas diluicbes foram preparadas conforme a sequéncia descrita abaixo:

2.1. Adicione 2 pL da Poly-A controle stock em 38 pL do tampéo controle
poly-A Dil para o preparo da primeira diluigao (1:20);

2.2. Adicione 2 pL da 12 diluicdo em 98 pL do tampéao controle poly-A Dil para
o preparo da segunda diluicéo (1:50);

2.3. Adicione 2 L da segunda diluicdo em 98 pL do tampéo controle poly-A
Dil para o preparo a preparo da terceira diluicao (1:50);

2.4. Adicione 2 pL da terceira diluicdo 18 pL de do tampéao controle poly-A Dil
para o preparo a preparo da quarta diluicdo (1:10);

2.5. Adicione 2 pL dessa quarta diluicho nas amostras com 100 ng de RNA
total. A tabela 3 especifica, para cada reacao, o volume de cada componente

para o preparo das amostras. O volume final ndo deve exceder 5 pL.

Tabela 3. Solugcdo do RNA/Poly-A controle

Componente Volume para UMA Reacao
Amostra de RNA total (100ng) variavel
Poly-A controle (42 Diluicao) 2 uL

Agua livre de nuclease variavel

Volume total 5 uL
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. Sintese da Primeira Cadeia de cDNA

3.1Preparo do First-Strand Master Mix

- Para cada reagéo, foram adicionados 4 pL do tampao first-strand e 1 pL
da enzima first-strand. Em seguida, foram transferidos 5 pL dessa solugao
para cada amostra.

- Homogeinize no vortex e, em seguida, dé um spin rapido.
3.2Termocilcador

- Incube por uma hora a 25°C, depois a 1 hora a 42°C e, por fim, 2

minutos a 4°C (termociclador).

- Spin rapido.

- Coloque as amostras no gelo para o préximo passo.

. Sintese da Segunda Cadeia de cDNA

4.1Preparo do Second-Strand Master Mix

- O volume para cada reacdo nado deve ultrapassar 20 pyL. Para tanto,
adicione 18 pL do tampé&o second-strand e 2 yL da enzima second-strand.
- Homogeinize no vortex.

- Spin rapido.

- Adicione 20 pL desse mix as amostras ( fita simples de cDNA).

- Homogeinize no vortex.

- Spin rapido.

4.2. Termociclador

- Incube durante uma hora a 16°C e, ap0s, dois minutos a 4°C.

- Spin rapido.

- Amostras (placa) no gelo.

. Sintese do cRNA por transcri¢ao in vitro

Importante: essa nova etapa é realizada em temperatura ambiente.
5.1Preparo do ITV Master Mix

- Preparo do ITV master mix: para uma reacéo, adicione em um microtubo 24

puL do tampéo ITV e 6 pL da enzima ITV.
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- Homogeinize no vortex.
- Transfira 30 do master mix ITV para cada amostra de cDNA dupla fita.
- Homogeinize no vortex.
- Spin rapido.
5.2 Termociclador
- Incube as amostras durante 16 horas a 40°C e, apos a 4°C.
- Spin rapido.

*Primeiro ponto de parada

DIA 2
6. Purificacdo do cRNA com Beads

6.1Estabilize as beads em temperatura ambiente e homogeinize no vortex.

6.2 Adicione 100 pL das beads em cada amostra de cRNA.

6.3Homogeineze por pipetagem (10x).

6.4 Transfera as amostras para uma blaca com fundo em U.

6.5Homogeinize bem (10x) por pipetagem.

6.6 Incube durante 10 minutos.

6.7 Coloque a placa sob uma raque magnética.

6.8 Espere 5 minutos — as amostras voltam a ficar incolor e forma um botao
marrom no lado do ima .

6.9 Aspire e descarte o sobrenadante — NUNCA incomode as beads.

6.10 Lave as beads com etanol 80% (200 uL) e incube durante 30 segundos.

6.11 Remova o etanol sem incomodar as beads.

6.12 Lave 3 vezes com etanol 80%.

6.13 ApOs remover o etanol da Ultima lavagem e, ainda sobre a raque
magnética, deixe as amostras secar em temperatura ambiente por volta de
5minutos.

6.14 Para a eluigdo do RNA.

- Remova a placa da raque magnética.
- Adicione 27 pL de agua livre de nuclease pre-aquecida a 65°C e
aguarde 1 minuto.

- Homogeinize por pipetagem 10 vezes.
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- Reposiocione a placa na raque magnética e aguarde 5 minutos.
- Transfira o sobrenadante (cCRNA) em um microtubo.
- Cologue a placa no gelo.

- Quantificacéo.

7. Sintese da primeira cadeia do cDNA - Segundo Ciclo

Pré-requisito: 15 pg de cRNA

15 pg de cRNA em 24 L de agua livre de nuclease.

7.1 Preparo do cRNA e do Mix dos primers do segundo ciclo
- Misture 24 pL do cRNA (15ug) com 4 pL dos primers.
- Homogeinize no vortex.
- Spin rapido.
- Termociclador: 5 minutos a 70°C, depois 5 minutos a 25°C, apés 2
minutos a 4 °C (ciclo de anelamento).
- Spin rapido

7.2 Preparo do ss-cDNA Master Mix — Segundo Ciclo
- Em um microtubo, adicione 8 pL do tampao ss-cDNA segundo ciclo e 4
uL da enzima ss-cDNA segundo ciclo.
- Homogenize no vortex.
- Spin rapido.
- No gelo, trasfira 12 pL desse master mix para cada amostra
(cRNA/primers do 2°ciclo).
- Homogeinize no vortex.
- Spin rapido.
- Termociclador: incube durante 10 minutos a 25°C, depois 90 minutos a
42°C, apds 10 minutos a 70C°, e por fim 2 minutos a 4°C.
- Spin rapido

- Amostras no gelo.

8. Hidrolise do RNA com RNase H
- No gelo:

- Adicione 4 pL de RNase H em cada amostra deo 2°ciclo ss-cDNA.
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- Homogeinize no vortex.

- Spin.

- Termociclador: 45 minutos a 37°C, depois 5 minutos a 95°C, e por fim 2

minutos a 4°C.

- Spin.

- Adicione 11 pL de agua livre de nuclease nas amostras.

- Homogeinize no vorex.

- Spin rapido.

9. Purificagdo do cDNA fita simples — Segundo Ciclo

9.1Purificacdo do ss-cDNA com as beads
- Estabilize as beads em temperatura ambiente e homogeinize no vortex
- Adicione 100 pL das beads em cada amostra de cRNA, homogeinize por
pipetagem e transfira as amostras para uma placa com fundo em U.
- Adicione 150 pL de etanol a 100% am cada amostra de ss-cDNA 2°ciclo.
- Homogenize por pipetagem 10x e deixe incubando por 20 minutos.
- Coloque a placa em uma raque magnética e aguarde a formacdo dos
botdes das beads até as amostras ficarem novamente transparentes
(cerca de 5 minuotos).
- Aspire 0 sobrenadante sem incomodar as beads.
- Adicione 200 pL de etanol 80% para lavar as amostras e incube durante
30 segundos.
- Cuidadosamente, aspire e descarte o etanol.
- Lave 3 vezes.
- Apoés a ultima lavagem, deixe secar em temperatura ambiente por cerca
de 5 minutos.
9.2 Eluicdo do ss-cDNA
- Remova a placa da raque magnética.
- Para cada amostra, adicine 30 pL de agua livre de RNase pré-aquecida a
65°C e espere 1 minuto.
- Homogeinize por pipeagem 10 vezes.
- Reposicione a placa na raque magnética e espere cinco minutos.

- Trasfira o sobrenadante em microtubos (contém o ss-cDNA).
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- Amostras no gelo.

- Quantificacao.

DIA 3
10.Fragmentacéo e marcacéo da fita simples do cDNA
Para essa nova etapa é necessario 5.5 pg de ss-cDNA fita simples
10.1 Preparo do ss-cDNA
- Adicione 5.5 pg da amostra em 31.2 pL de agua livre de nuclease.
- Em um microtubo, prepare o master mix de fragmentacdo. Faga no gelo.
Para uma reacédo, adicione 10 pL de agua livre de nuclease, 4.8 uL do
tampéao de fragmentacédo de cDNA 10X, 1 uL de UDG e 1 pL de APEL.
- Homogeinize e centrifugue.
- Transfira 16.8 pL desse master mix para cada amostra.
- Homogenize no vortex.
- Spin rapido.
- Termociclador: 1 hora a 37°C, 2 minutos a 93°C, depois 2 minutos a 4°C.
- Spin rapido.

11.Marcacéo
- No gelo, transfira 45uL do ss-cDNA fragmentado para microtubos ou
placas.
- Prepare o master mix de marcacdo. Em um microtubo, adicine 12 uL do
tampéo TdT 5X, 1 pyL do reagente de marcacdo do DNA, 2 uL do dt 30U/
ML.
- Transfira 15uL desse master mix para as amostras.
- Homogeinize em vortex.
-Spin rapido.
- Termociclador: incube por 1 hora a 37°C, depois 10 minutos a 70°C e,
por fim, 2 minutos a 4°C.

- Spin rapido.

12.Hibridizacao
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12.1 Preparo do Maxter Mix

Observacéao: Prepare o master mix de hibridizacdo em temperatura ambiente.
- Pré —aqueca o controle de hibridizacdo 20X por 5 minutos a 65°C no forno
de hibridizacao.

- A tabela 4 especifica os reagentes e quantidade de cada um para o preparo

do master mix de hibridizac&o suficiente para uma reacao.

Tabela 4: Master mix de hibridizacéo

Reagentes Volume  Concentrac¢éo Final
Fragmentacdo e Marcacdo do ss- 3.5ug 23 ng/ uL
DNA

Oligo B2 (3nM) controle 2.5 puL 50pM
Controle hibridizacédo 20X 7.5 uL 25pM
Hibridizac&do Mix 2X 75 uL 1X

DMSO 10.5 pL 7%

Agua livre de nuclease 13.5 uL

- Homogeinize no vortex.

- Spin rapido.

13.Preparo do coquetel de hibridizacao

- Em temperatura ambiente, prepare o coquetel de hibridizacdo: 109 pL
do master mix de hibridizagdo e 41 yL da amostra.

- Homogeinize no vortex.

- Spin rapido.

- Termociclador: incube as amostras durante 5 minutos a 95°C, depois
minutos a 45°C.

- Spin rapido.

- Injetar 130 pL do coquetel no chip de array e cubra os orificios com
adesivos.

- Incube o chip no forno: rotacéo de 60rpm durante 16 horas a 45°C.



101

14.Lavagem do Array e Marcacgéo

Remova os arrays do forno de hibridizacéo.

Remova os adesivos.

Retire o coquetel de hibridizacdo do interior de cada chip e o reserve
em microtubos (opcional — estocar a -20°C).

Preencha os chips com tampéao de lavagem .

Antes de iniciar a lavagem, aguarde o chip estabilizar em temperatura
ambiente.

Estacao fluidica: coloque 3 microtubos em cada suporte (1, 2 e 3). No
suporte 1, adicione 600 pL do coquetel de marcacédo 1 . No suporte 2,
600 pL do coquetel de marcacdo 2. No suporte 3, adicione 800 uL do
tampéo Array Holding.

Lave as amostras conforme o tipo de array usado no teste.

15.Scanner dos chips

Digitalize os chips no scanner Affymetrix GeneChip 3000.



