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VALOR PROGNOSTICO DA EXPRESSAO GENICA E PROTEICA DO ATM, p53 E
VEGF EM CADELAS COM NEOPLASIAS MAMARIAS

RESUMO - O tumor de mama € o principal tumor que acomete as cadelas e seu
comportamento biolégico se assemelha com o que ocorre nas mulheres; com isso as
cadelas podem ser um excelente modelo comparativo para o estudo do processo
carcinogénico desta neoplasia. A metastase € uma consequéncia comum e a
principal causa de mortalidade por esta doenca. A identificacdo de marcadores
tumorais pode ser uma ferramenta Util para a determinacdo do progndéstico pelo
cancer de mama. Assim, os objetivos deste estudo foram avaliar a expressao génica
e proteica do ATM, p53 e VEGF na glandula mamaria de cadelas e tentar
correlaciona-las com a evolucdo tumoral e possivel envolvimento metastatico. Com
isso foram utilizadas 53 amostras de glandula mamaria de cadelas divididas em
quatro grupos: Gl= mamas normais, G2 = lesdes mamarias benignas, G3 =
carcinomas mamarios nao metastaticos e G4 = carcinomas mamarios metastaticos.
A andlise de expressdo génica foi realizada pelo método de RT-gPCR e de
expressao proteica pelo método de imuno-histoquimica. Baixa regulacdo de
transcritos do ATM foi observada entre as neoplasias e as mamas normais, além da
diminuicdo de niveis proteicos, sendo esta diminuicdo maior no grupo 4 quando
comparado com o grupo 1. Os transcritos de TP53 e VEGF nao apresentaram
diferenca estatistica entre os grupos analisados. Entretanto, verificou-se diminuicao
proteica da p53 e aumento da proteina VEGF nos carcinomas mamarios
metastaticos em comparacdo com a mama normal. As expressdes génica e proteica
do ATM apresentaram comportamento semelhante ao observado em mulheres,
assim, o processo de desenvolvimento de metastase do carcinoma mamario pode
ser semelhante em ambas as espécies. O aumento da expresséao proteica do VEGF
e a diminuicdo do ATM estavam principalmente relacionados com 0 grupo quatro,
portanto com tumores de pior prognéstico, assim, estas proteinas podem auxiliar no
estabelecimento do progndstico do tumor mamario.

Palavras-chave: ATM, cadelas, mama, marcadores progndsticos e metastases.
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PROGNOSTIC VALUE OF ATM, p53 E VEGF GENE AND PROTEIN EXPRESSION
IN BITCHES WITH BREAST NEOPLASMS

ABSTRACT - Canine mammary tumor is the major tumor that affects bitches and
their biological behavior is similar to what occurs in women, so bitches can be an
excellent comparative model for the study of the carcinogenic process in this type of
neoplasm. Metastasis is a common consequence and the major cause of death by
the tumor. Identification of tumor markers can be a useful tool for determining the
prognosis of mammary gland cancer. So, the objectives of this study were to
evaluate ATM, p53, and VEGF gene and protein expression in canine mammary
tissues and try to correlate them with tumor development and metastatic involvement
potential. Therefore 53 bitches mammary gland tissue samples were used divided in
four groups: G1 = normal mammary glands, G2: benign mammary lesions, G3 = non-
metastatic mammary gland carcinomas and G4 = metastatic mammary gland
carcinomas. Gene expression analysis was performed by RT-gPCR and protein
expression by immunohistochemistry. Down-regulation of ATM transcripts was
observed between tumor tissue and normal mammary gland and protein levels were
also reduced, it was mainly observed in group 4 when compared to group 1. TP53
and VEGF markers did not show statistical difference in gene expression among the
groups. However, it was observed lower level of p53 protein in malignant tumors and
higher level of VEGF protein in tumor tissues. ATM showed similar behavior when
compared to women, so tumorigenesis process of breast cancer may be similar in
both species. The increase in VEGF protein expression and ATM decrease were
mainly related in poor prognosis tumors, thereby the evaluation of these markers can
aid support the establishment of the prognosis of this disease.

Keywords: ATM, bitches, mammary gland, prognostic markers and metastasis.
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1 INTRODUCAO

Tumores de mama sdo 0s tumores mais prevalentes tanto nas cadelas
(PHILIBERT et al., 2003; KLOPFLEISCH; GRUBER, 2009; CASSALI et al., 2011;
HENRY, 2013) quanto nas mulheres (INCA, 2012), apresentando uma incidéncia
trés vezes maior na cadela (RAHAL et al., 1995; SORENMO, 2003; LORENZOVA
et al., 2010). Estima-se que no Brasil a incidéncia de tumores malignos caninos
seja superior a 70% (OLIVEIRA et al.,, 2003; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010;
RAPOSO et al.,, 2012), sendo maior que nos Estados Unidos da América, cuja
incidéncia descrita é de 50% (MISDORP, 1999; SORENMO, 2003).

Na mulher, estima-se o surgimento de um milhdo de novos casos a cada
ano em todo o mundo e no Brasil a estimativa de novos casos no ano de 2012 foi
de 52.680, com um risco de 52 casos para cada 100 mil mulheres. A sobrevida
meédia das mulheres apés cinco anos do diagnostico desta enfermidade é de 61%
na populacdo mundial (INCA, 2012).

A causa mais comum de mortalidade pelo cancer de mama tanto na mulher
como na cadela se deve as metastases do tumor primario aos 6rgaos distantes
(GUPTA et al., 2007; DE NARDI et al., 2009; KLOPFLEISCH; GRUBER, 2009).

A exata patogénese molecular do desenvolvimento do tumor de mama e da
metéstase ainda é desconhecida (KLOPFLEISCH; GRUBER, 2009). Entretanto,
pesquisas recentes sobre determinantes genéticos de metastases identificaram
conjuntos de genes ou “assinaturas génicas” relacionados com alto risco de
metastases e baixa sobrevida (GUPTA et al., 2007).

A identificacdo de marcadores que possam predizer 0 comportamento dos
tumores é especialmente importante no cancer de mama devido, sobretudo, a
variabilidade na progresséao clinica da doenca (CAPELOZZI, 2001; EISENBERG;
KOIFMAN, 2001; ALMEIDA et al., 2007).

Neste contexto, marcadores como ATM, p53 e o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) vem sendo estudados, sugerindo apresentarem um

importante papel no estabelecimento do prognéstico do cancer de mama em



20

mulheres (YE et al., 2007; BUENO, 2012; NICHOLS et al., 2001; LEE et al., 2004;
SCHOEFFNER et al., 2005; PAVLAKIS et al., 2008).

O gene mutado ataxia telangiectasia (ATM) é um gene supressor tumoral
responsavel pelas respostas aos danos ao DNA (BENSIMON; AEBERSOLD;
SHILOH, 2011). A diminuicdo da expressao génica e proteica deste marcador foi
associada com carcinomas mamarios de mulheres e com a diminuigdo do tempo
de sobrevida livre de doenca e sobrevida global (YE et al., 2007; BUENO, 2012).

O TP53, outro gene supressor tumoral, € responséavel pelo controle do ciclo
celular, a perda deste gene pode estar associada com o processo de tumorigénese
de inimeros tumores (KHANNA; CHENEVIX-TRENCH, 2004; LACROIX; TOILLON;
LECLERCQ, 2006 ALMEIDA et al., 2007), como o cancer de mama (NICHOLS et
al., 2001; LEE et al., 2004).

Enquanto, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um
importante estimulador da angiogénese, uma vez que inicia a cascata angiogénica,
atuando como fator de proliferagdo, migracdo e sobrevivéncia das células
endoteliais (FERRARA, 2004). O aumento da expressdo do VEGF foi associado
com o aumento do risco do desenvolvimento de metastases e a um pior
progndstico para muitos tumores em humanos, inclusive o de mama
(SCHOEFFNER et al., 2005; PAVLAKIS et al., 2008).

Assim, o conhecimento destes marcadores pode também ser til em estudos
de oncologia comparada, uma vez que o tumor de mama em cadela apresenta
caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, comportamento bioldégico e molecular
semelhante ao apresentado na mulher, servindo como um execelente modelo
comparativo ao entendimento da carcinogénese do cancer de mama (BOGGS et
al., 2008; ANDRADE et al.,, 2010; QUEIROGA et al., 2011), além de fornecer
informacBes importantes para a oncologia veterinaria, podendo contribuir no
estabelecimento de novos fatores prognosticos.

Neste estudo, objetivou-se avaliar a expressao génica e proteica do ATM,
p53 e VEGF e tentar correlaciona-los com o processo de tumorigénese da
neoplasia mamaria de cadelas e no desenvolvimento de metastases, como descrito

em humanos, além de permitir uma melhor compreensdo da via de controle do
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ATM sobre o TP53 e o VEGF, e, com isso, poder tentar estabelecer uma nova

perspectiva para o prognostico de tumores de mama em cadelas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias mamarias caninas

Os tumores de mama sdo os mais frequentes em cadelas (SORENMO;
WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013), representando 52% de todas as neoplasias
OLIVEIRA-FILHO et al. 2010), afetando principalmente fémeas caninas de meia
idade a idosas (CASSALI et al.,, 2011; SORENMO et al.,, 2011; HENRY, 2013;
SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013). As racas acometidas com maior
frequéncia sdo: Poodle, Pastor Aleméao, Cocker Spaniel, cadelas sem raca definida
(DE NARDI et al., 2009), além do Boxer, Daschund e Fox Terrier (BORGE;
BORRESEN-DALE; LINGAAS, 2011). Acredita-se que fémeas intactas ou
castradas tardiamente sejam mais predispostas ao desenvolvimento do cancer de
mama (SCHNEIDER et al., 1969; SORENMO et al., 2011; SORENMO; WORLEY;
GOLDSCHMIDT, 2013).

Em geral, os tumores mamarios apresentam-se como nédulos circunscritos
de tamanho variado, de milimetros de diametros a extremamente desenvolvidos,
gue podem estar ulcerados e inflamados e, frequentemente (em cerca de 70% dos
casos) estdo associados com multiplos nédulos em uma mesma glandula mamaria
ou envolvendo simultaneamente mais de uma glandula mamaria, podendo
apresentar tipos histolégicos distintos (MISDORP et al., 1999; DE NARDI et al.,
2009; SOREMNO et al., 2009). Assim, todos os tumores mamarios devem ser
biopsiados, uma vez que pode tratar-se de tumores primariamente independentes
(SORENMO et al., 2011).

A etiologia do tumor de mama é multifatorial, com a participacdo de fatores
genéticos, ambientais, nutricionais e hormonais (PHILIBERT et al., 2003;
SORENMO et al., 2009; SORENMO et al., 2011). Nas mulheres sabe-se ainda que
um importante fator de risco ao desenvolvimento do cancer de mama esta

associado a presenca de alteracdo nos genes de predisposicao/suscetibilidade,
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como BRCA1 e BRCA2, TP53, CHEK2, PTEN, STK11, CDH1, CASP8, CTLA4,
NBN, CYP19A1, TERT, XRCC3 e ATM (ZHANG et al., 2011).

Um resultado fatal da doenca e a causa mais comum de mortes se deve a
metastase do tumor primario que pode ocorrer tanto pela via linfatica como pela
hematdégena e os principais 6rgdos que podem ser afetados s&o linfonodos
regionais, pulméo, figado, baco, pele, encéfalo, ossos e rins (GUPTA et al., 2007,
DE NARDI et al., 2009; KLOPFLEISCH; GRUBER, 2009; SORENMO et al., 2011).

Segundo Sorenmo (2003), a sobrevida global de cadelas com neoplasias
malignas em dois anos € de 25% a 40%, entretanto, esta sobrevida pode ser
influenciada por vérios fatores e, variar significativamente dependendo do tipo
histolégico e grau de diferenciacdo, estagio da doenca e tratamento utilizado.

Apesar do tipo histolégico e grau de malignidade dos tumores serem
importantes no estabelecimento do prognéstico do cancer de mama, ha uma
divergéncia entre os patologistas quanto a classificacdo morfolégica dos mesmos
(BENJAMIN; LEE; SAUDERS, 1999; SORENMO, 2003.). As classificacdes mais
utilizadas sdo de Moulton (MOULTON, 1990) e WHO, Organizacdo Mundial da
Saude (HAMPE; MISDORP, 1974; MISDORP et al., 1999), embora existam
algumas divergéncias entre elas. Recentemente, Cassali et al. (2011)
apresentaram uma proposta para padronizar o diagndstico, os fatores progndsticos
e o tratamento das neoplasias mamarias caninas no Brasil.

Acredita-se que os tumores de mama em pacientes caninos se transformem
durante um longo periodo de tumores benignos para malignos e que a forma
carcinomatosa seja o seu processo final (BENJAMIN; LEE; SAUDERS, 1999;
SORENMO et al., 2011).

2.2 Marcadores prognaosticos

Ha uma busca continua para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos no
processo de desenvolvimento de tumores mamarios caninos e, também, para a

identificacdo de fatores prognésticos que possam prever a evolucdo desta
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enfermidade em cada paciente (GAMA; ALVES; SCHMITT, 2008; ZAIDAN-DAGLI,
2008).

O progndstico da neoplasia mamaria canina na rotina clinica é determinado
pelos tipos e graus histologicos e estadiamento clinico do tumor (SORENMO, 2003;
GAMA; ALVES; SCHMIT, 2008; DE NARDI et al., 2009).

Segundo Karayannopoulou et al. (2005), ha uma correlacdo dos tipos
histolégicos com o grau de malignidade do tumor mamario canino. Assim, 0S
carcinomas complexos foram relacionados com o grau |, enquanto os carcinomas
simples (tipos histoldgicos mais agressivos) com os graus Il e Ill. J& Philibert et al.
(2003) demonstraram haver uma relagdo do grau de malignidade do tumor com o
tempo de sobrevida, assim, pacientes com tumores de grau Il de malignidade
apresentaram uma diminuicdo do tempo de sobrevida. Outros autores consideram
a presenca de invasao do tumor no tecido adjacente mais importante do que o tipo
histol6égico (MOULTON,1990).

O estadiamento clinico do tumor de mama de cadelas é determinado pelo
sistema TNM estabelecido pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e que tem
por objetivo avaliar o tamanho do tumor primario (T), o0 comprometimento dos
linfonodos regionais (N) e a presenca ou auséncia de metéstase a distancia (M)
(OWEN, 1980) e através do sistema de estadio (modificacdo da OMS), em que o
estadio | representa os tumores menores que 3 cm e auséncia de metastases em
linfonodos e a distancia, o estadio Il classifica os tumores de 3 a 5 cm e auséncia
de metastases regionais e a distancia, o estadio Ill refere-se aos tumores com
tamanhos superiores a 5 cm e auséncia de metastases regionais ou qualquer
tamanho tumoral, mas com presenca de metastase em linfonodos e auséncia de
metastase a distancia e o estadio IV representa os tumores com qualquer tamanho
tumoral, auséncia ou presenca de metastase regional e presenca de metastase a
distancia (CASSALI et al., 2011).

A avaliacdo de metastases a distancia é evidenciada pelos exames de
imagem através da radiografia toracica em trés projecBes ventro-dorsal (VD),
latero-lateral direita (LLD) e latero-lateral esquerda (LLE) e exame ultrassonografico
abdominal (SORENMO, 2003; DE NARDI et al., 2009; SORENMO et al., 2011).

LesBes pulmonares a partir de 6 a 8 mm de diametro podem ser evidenciadas pelo
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exame radiografico convencional, entretanto, para deteccdo de lesbes menores é
necessario a realizacédo de tomografia computadorizada (SORENMO, 2003).

Em mulheres, o estadiamento clinico é considerado como um marcador
prognéstico informativo (ESPINOSA et al.,, 2012), por ndo ser um indicador
totalmente preciso, uma vez que aproximadamente 25% das pacientes linfonodo-
negativas possuem micrometastases e recidiva e cerca de 50% das pacientes
linfonodo-positivas ndo apresentam recidiva apos varios anos de seguimento,
mesmo sem tratamento adjuvante (DUFFY, 2005), além disso, tumores pequenos
podem estar relacionados com desenvolvimento de metastases em linfonodos e,
portanto, com um pior prognostico (COMEN; NORTON; MASSAGUE, 2011; WO et
al., 2011).

Nas cadelas acredita-se que o0 tamanho do tumor seja positivamente
relacionado com o risco de recidiva e aparecimento de metastases, sendo
considerado como um fator progndstico independente, assim, tumores maiores que
3 cm apresentam pior prognostico do que os tumores menores (SORENMO, 2003;
SORENMO et al., 2011). Pacientes caninos que apresentam tumores pequenos e
bem diferenciados possuem um excelente prognéstico apds a ressec¢ao cirurgica,
enquanto o prognostico para as neoplasias mais avancadas € mais reservado,
sendo necessario, muitas vezes, o uso de terapias adjuvantes (SORENMO, 2003).

Além disso, a presenca de metastases em linfonodos regionais de cadelas
esta relacionada com uma diminuicdo significativa do tempo de sobrevida,
contribuindo com um progndstico desfavoravel (SORENMO, 2003). Portanto,
segundo Sorenmo et al. (2011), o estadiamento baseado no tamanho do tumor e
no status linfonodal confere um efeito prognadstico e auxilia na escolha terapéutica.

Entretanto, como o cancer é uma doenca hetorogénea, dada pelo grande
namero de eventos celulares envolvidos no crescimento celular, diferenciacao,
proliferacdo, invasdo e desenvolvimento de metastases, acredita-se que a
investigacdo de multiplas alteracdes moleculares seja de grande importancia no
entendimento de sua patogénese (BECKMANN et al., 1997; RAKHA et al., 2009).

Atualmente sugere-se que a progressao do cancer se deva a uma complexa
série de eventos genéticos que levam a vias divergentes e distintas culminando no

tumor invasivo, incluindo os mecanismos de manutencdo da sinalizagcdo da
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proliferacdo celular, evasdo dos mecanismos supressores de crescimento e da
destruicdo das células tumorais pelo sistema imune, permitindo a imortalidade
replicativa, inflamacéao promovida pelo tumor, ativacdo dos mecanismos de invasao
e metastase, inducdo da angiogénese, instabilidade gendémica, resisténcia a morte
celular e desregulacao energética celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Assim, concomitantes aos marcadores progndésticos clinicos, outros
marcadores estdo sendo estudados, com objetivo de trazer mais informacdes a
respeito de um dado tumor e com isso, estabelecer um progndéstico mais preciso,
como é feito em mulheres (QUEIROGA et al., 2011), tais como os marcadores de
proliferagcdo celular, como o Ki-67 (MATOS et al., 2006; NOWAK et al., 2008;
MORRIS et al., 2009), receptores hormonais (MORRIS et al.,, 2009), fator de
crescimento epidermal 2 humano (HER2) (LEE et al, 2004,), moléculas de adesé&o
(NOWAK et al., 2008), ATM (YE et al., 2007; BUENO, 2012), p53 (NICHOLS et al.,
2001; Lee et al., 2004) e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (TOI et
al., 1996).

2.3 ATM, p53 e VEGF

O gene mutado ataxia telangectasia (ATM), identificado em 1995 (TERAOKA
et al.,, 1999), estd associado com risco intermediario a suscetibilidade de
desenvolvimento de cancer de mama na mulher (RIPPERGER et al.,, 2009;
TAVTIGIAN, 2009). Este gene localiza-se no cromossomo 11922~23 (YE et al.,
2007; RIPPERGER, 2009) e sintetiza uma proteina quinase de 350kDa (YE et al.,
2007) e de 3056 residuos de aminoacidos (TAVTIGIAN, 2009).

O ATM é um transdutor primério na resposta aos danos ao DNA, sendo
ativado principalmente na quebra da dupla fita, que é a lesdo mais prejudicial do
DNA e se nédo reparada pode levar a rearranjos gendmicos e instabilidade
cromossomal contribuindo com o processo de tumorigénese (BENSIMON;
AEBERSOLD; SHILOH, 2011).
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Assim, a proteina quinase do ATM quando acionada recruta e fosforila uma
variedade de proteinas envolvidas em todas as trés respostas a injuria ao DNA
(reparo do DNA, regulacédo do ciclo celular e morte celular programada) através de
alvos como H2AX, MDC1, Rad50, Nbsl, Chk2, p53, MDM2 (JIANG et al., 2009),
CHEK2, BRCA1 (DOMBERNOWSKY et al., 2008; LALLOO; EVANS, 2012).

Quando mutado, o gene ATM esta associado ao desenvolvimento da doenca
autossbmica recessiva rara conhecida como ataxia telangiectasia (AT),
caracterizada por ataxia cerebelar, telangiectasias oculares, deficiéncia
imunolégica, radiossensibilidade, diabetes insulino-resistente, envelhecimento
precoce e predisposicao ao cancer, inclusive ao cancer de mama (TERAOKA et al.,
1999; GATEI et al., 2000; CUATRECASAS et al., 2006; PROKOPCOVA et al.,
2007; LAVIN, 2008; BHATTI et al., 2010).

Em carcinomas mamarios esporadicos de mulheres foi observada baixa
expressao génica e proteica do ATM (YE et al.,, 2007; TOMMISKA et al., 2008),
entretanto, 0s mecanismos envolvidos nesta desregulagdo ainda sé&o
desconhecidos (PROKOPCOVA et al, 2007). Sugere-se que ocorra um
silenciamento epigenético do ATM, porém estudos de metilagdo mostraram
resultados contraditérios (VO et al., 2004), outra hip6tese seria 0 envolvimento de
microRNAs (SONG et al., 2011).

Segundo Ye et al. (2007), a baixa expressao do ATM no cancer de mama
mostrou estar relacionada com alta taxa de mutacdo do DNA e assim, na
progressdo do fendtipo cancerigeno. Estes autores também observaram que o
baixo nivel de RNAmM do ATM estava significantemente mais baixo no cancer de
mama do que no tecido adjacente normal dos mesmos pacientes avaliados ou nos
tecidos mamarios de pacientes com tumor de mama benigno e, o aumento dos
niveis de expresséo do ATM no tecido mamario cancerigeno estava associado com
um aumento na sobrevida livre de doenca e na sobrevida global.

Bueno (2012) verificou, em 926 amostras de neoplasias mamarias, que a
diminuicdo da expressao proteica do ATM estava significantemente associada aos
tumores de alto grau e ao desenvolvimento de metastases a distancia, enquanto os
tumores que expressavam esta proteina apresentaram um menor risco de

desenvolvimento de metéstase a distancia e morte pela doenca, concluindo que o
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ATM é um marcador prognoéstico independente para sobrevida livre de doenca e
sobrevida global em carcinomas mamarios de mulheres.

Além disso, o gene ATM desempenha um importante papel na ativacao do
gene supressor tumoral, TP53, na interface G1/S quando defeitos s&o observados
durante a parada do ciclo celular (LAVIN, 1999) (Figura 1). Modificagbes na
cromatina também séao suficientes para ativar a proteina quinase do ATM, a qual
sera capaz de ativar o gene TP53 (LOEHBERG et al., 2007).

O gene supressor tumoral TP53 localiza-se no cromossomo 17pl3.1 e
codifica uma fosfoproteina de 53 kDa, que desempenha um importante papel no
controle do ciclo celular. A proteina p53 tem o papel de bloquear a divisdo celular
em células que sofreram injarias no seu DNA, para que ocorra sua reparacao. A
perda da funcdo desse gene pode estar relacionada tanto a iniciacdo quanto a
progressdo tumoral (EISENBERG; KOIFMAN, 2001; KHANNA; CHENEVIX-
TRENCH, 2004; LACROIX; TOILLON; LECLERCQ, 2006 ALMEIDA et al., 2007).

Assim como em humanos, acredita-se que mutagbes no TP53 estejam
envolvidas no aumento do risco de inumeros canceres (NICHOLS et al., 2001; Lee
et al.,, 2004). Estudos em cadelas constataram que 17% de 69 carcinomas
mamarios caninos apresentavam mutacdo no gene TP53 e analises multivariadas
indicaram que esta mutacao conferiu um aumento no risco de recidiva do tumor e
morte (SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013). Estudos sugerem que a
perda do TP53, assim como do ATM, esta relacionada com tumores de pior
prognadstico e com baixa sobrevida dos pacientes (JIANG et al., 2009).

A reducdo da expressdao do ATM em tumores mamarios de mulheres
também foi correlacionada com aumento dos parametros microvasculares
(CUATRECASAS et al., 2006; YE et al., 2007). Ousset et al. (2010) observaram
gue a auséncia da expressédo do ATM levou a um aumento da expressao de ambas
subunidades do fator de transcricdo do Fator Indutor de Hipdxia 1 (HIF-1), o qual é
o regulador central das respostas de hipdxia, induzindo a transcricdo de genes
envolvidos na angiogénese como o Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF) (Figura 1). A angiogénese € essencial para o crescimento tumoral e

desenvolvimento de metastases (ADAMS et al., 2000), uma vez que facilita o fluxo
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de oxigenacao e nutricdo e remove residuos metabolicos (CUATRECASAS et al.,
2006).

O gene VEGF é um dos mais potentes e especificos fatores angiogénicos,
sendo também conhecido como um fator de permeabilidade vascular e
vasculotropina (ADAMS et al., 2000), ficando inicialmente, armazenado na
superficie vascular (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003). A expressdo deste
gene é induzida pela exposicdo de baixa tensdo de oxigénio sobre uma variedade
de circunstancias patofisioldgicas (FERRARA; GERBER; LECOUTER, 2003).

Altos niveis de RNAm deste gene foram encontrados em carcinomas
mamarios invasivos de mulheres quando comparados com a forma benigna ou em
mama normal e em associacdo com altos numeros de vasos (ADAMS et al., 2000).

Numerosos estudos indicaram como essencial o papel de um processo
dependente de angiogénese para a disseminacdo do céancer de mama
(KINOSHITA et al., 2001). Assim, marcadores de angiogénese demonstraram ser
um potente indicador progndstico para uma variedade de tipos tumorais, inclusive o
de mama (TOl et al., 1996).

Figura 1 — Via de sinalizacdo génica e controle do ATM.
Fonte: Adaptado de http://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-
S0304383511007415-gr2.jpg
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram:

Avaliar a expressao génica e proteica do ATM em glandula mamaria de
cadelas com carcinomas metastaticos e ndo metastaticos, lesbes mamarias
benignas e mama normal e correlaciona-las com a evolu¢do tumoral e
possivel envolvimento metastatico.

Avaliar a expressao génica e proteica do p53 e VEGF e correlaciona-las com
a expresséo do ATM.

Avaliar a expressao génica e proteica do ATM, p53 e VEGF e correlaciona-

las com parametros clinicos e histopatologicos.



31

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Grupos experimentais

Foram utilizadas 53 mamas de cadelas, que foram distribuidas em quatro
grupos, de acordo com o diagnostico histopatolégico e presenca ou auséncia de
metéstases, sendo o grupo 1 (G1) composto por 12 mamas normais, 0 grupo 2
(G2) por 11 lesdes maméarias benignas, o grupo 3 (G3) por 19 carcinomas
mamarios ndo metastaticos e o grupo quatro (G4) por 11 carcinomas mamarios
metastaticos. A metastase foi confirmada por exame radiografico de torax e
ultrassonogréafico abdominal e por pungéo bidpsia aspirativa no caso de metastase
cutanea. O G2 foi composto por 04 adenomas mamarios, 02 hiperplasias
mamarias, 01 fiboroadenoma, 03 tumores mistos benignos e 01 papiloma ductal.

As mamas pertencentes ao grupo 1 foram obtidas de cadelas do Centro de
Controle de Zoonoses (CCZ) do municipio de Aracatuba, SP, enquanto as mamas
referentes aos grupos G2 (oito casos), G3 e G4 foram obtidas de pacientes
oriundas do atendimento do Servico de Oncologia Veterinaria (SOV) do Hospital
Veterinario da Faculadade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias (FCAV), UNESP de
Jaboticabal, as outras trés mamas do G2 foram utilizadas de arquivo.

Os dados clinicos das pacientes dos grupos 2, 3 e 4 como idade, raca,
status reprodutivo, pseudociese e uso de contraceptivos estéo ilustrados na Tabela
1, enquanto os parametros clinicos referentes a recidiva, ulceragdo e tamanho
tumoral, status nodal e tratamento dos animais dos grupos 3 e 4 estdo na Tabela 2.

O estadiamento clinico do tumor das pacientes atendidas no SOV foi
realizado através de exame fisico das mamas e durante este exame foi avaliado o
tamanho da massa tumoral com um paquimetro e seu aspecto macroscopico como
consisténcia, presenca ou auséncia de aderéncia a musculatura, ulceracéo,
secrecdo da glandula mamaria e inflamacdo e, exames complementares como

exame radiografico de térax em trés projecdes, ventro-dorsal (VD), latero-lateral
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direito (LLD) e latero-lateral esquerdo (LLE) e ultrassonografico abdominal para
constatacao de possiveis metastases, principalmente em pulmao, figado e baco.

Foi avaliado também o estado geral destas pacientes, através da avaliacdo
de hemograma, perfil bioquimico para analise sérica de creatinina, ureia, fosfatase
alcalina (FA), alanina aminotransferase (ALT), célcio, fésforo, albumina e proteinas
totais.

As pacientes foram submetidas a mastectomia unilateral e, na presenca de
nodulos em ambas as cadeias mamarias, a cirurgia foi realizada em duas etapas,
com intervalo de 40 dias. Na presenca de metdstase a distancia foi realizada
apenas nodulectomia para fins de diagnéstico do tumor. Também foi realizada a
exérese de linfonodos regionais, em geral do inguinal e quando aumentado de
volume, o axilar também foi removido para avaliacdo de possivel metastase. Assim,
foi determinado o TNM e estadiamento clinico da neoplasia de cada paciente
(Tabela 3). A classificacdo histopatoldgica foi realizada de acordo com Cassali et
al. (2011).

Na presenca de mais de um noédulo tumoral, foi considerado para a
realizacdo deste estudo o tumor de pior prognostico baseado no estadiamento do
tumor, tipo e grau histoldgico.

Em casos de tumores com progndéstico reservado ou ruim foi proposto
tratamento quimioterdpico com doxorrubicina e/ou carboplatina, ou apenas
carboplatina, e nos casos dos tumores metastaticos, optou-se pelo protocolo com
gencitabina e carboplatina (Tabela 2).

As pacientes submetidas ao tratamento quimioterapico eram reavalidadas
durante os retornos para a administracéo do farmaco e, ao término do tratamento a
cada trés meses, enquanto as cadelas que nao tinham indicagdo a quimioterapia
adjuvante ou cujo proprietario ndo concordou em sua realizacdo, foram reavalidas
a cada trés meses. Nestes retornos foram feitos exames radiografico de torax em
trés projecdes, ultrassonografico de abdome e avaliagdo laboratorial através da
realizacdo de hemograma e exames bioquimicos séricos (ALT, FA, creatinina e
ureia).

As pacientes deste estudo tiveram um segmento clinico de no minimo um

ano.
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Parametros clinicos e histopatolégcos como idade, raca, tamanho tumoral,
status nodal, status reprodutivo, presenca ou auséncia de ulceragéo, recidiva, uso
de contraceptivos, presenca ou auséncia de pseudociese e tipo e grau histolégico
também foram avaliados neste estudo em associacdo com 0s marcadores
analisados e 0s grupos compostos por tecidos tumorais (carcinomas mamarios

metastaticos e ndo metastéticos).

Tabela 1. Dados clinicos como raca, idade, castracdo, pseudociese e uso de
contraceptivos das pacientes pertencentes aos grupos 2, 3 e 4.

X USO DE
GRUPO RACA IDADE CASTRACAO PSEUDOCIESE CONTRACEPTIVOS

2 SRD 11a Sim Nao Sim

2 Boxer 6abm Sim Sim Sim

2 SRD 20a Nao Nao Nao

2 Cocker 7a Sim Nao Nao
Spaniel

2 SRD 17a Nao Nao Nao

2 Rottweiler 1l1la Nao Sim Nao

2 Poodle 7a Nao Sem historico Sem historico

2 Poodle 10a Nao Nao Nao

3 SRD 13a Nao Nao Sim

3 SRD 9a Nao Sim Nao

3 Pastor 1l4a Nao Sim Sim
Alemao

3 Cocker 7a Nao Nao Sem historico
Spaniel

3 Teckel 10a Nao Sim Nao

3 Poodle 12a Sim Nao Nao

3 SRD 10a Nao Sim Nao

3 SRD 15a Nao Sem historico Sem historico

3 Rottweiler 8a Nao Sim Nao

3 SRD 17a Nao Nao Nao

3 Poodle 10a Nao Nao Nao

3 SRD 9a Nao Nao Nao

3 Pinscher 13a Sim Nao Nao

3 Pitbull 10a Sim Sem historico Nao

3 SRD 12a Nao Sim Sem historico

3 Pinscher labm Nao Nao Nao

3 Cocker 12a Sim Nao Sem historico
Spaniel

3 SRD 12a Sim Nao Nao

3 SRD 12a Sim Sim Nao

4 Poodle 13a Sim Sim Nao

4 SRD 13a Nao Nao Nao

4 Teckel 12a Nao Sim Nao

4 SRD l4a7m Sim Sim Sim

4 SRD 6a Nao Sem histoérico Sem historico
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Pastor
Belga
Poodle
Cocker
Spaniel
Pinscher
Teckel
SRD

1lla

11a
9a

9a
11la
1l4a

Nao
N&o
Nao
Nao
Nao
Nao

Nao

Sim
Sem historico

Sim

Sim

Sim

Nao

N&o
Sem historico

N&o

Nao

Nao

a= anos de idade e m= meses de idade.

Tabela 2. Parametros clinicos como recidiva, ulceracdo, tamanho tumoral, status
nodal e tratamento das pacientes dos grupos 3 e 4.

ULCERACAO TAMANHO STATUS
GRUPO TUMORAL RECIDIVA TUMORAL NODAL TRATAMENTO
3 N&o N&ao T1 NO Cirurgico
3 N&o N&ao T1 NO Cirurgico
3 N&ao Nao T3 NO Cirargico
3 N&ao Nao T2 NO Cirargico
3 Nao N&o T1 NO Cirurgico
3 N&ao Sim T1 NO Cirargico
3 N&ao N&ao T2 NO Cirurgico
3 Sim Nao T3 NO Cirargico + QT
(D+C-2
ciclos)
3 N&ao N&ao T3 NO Cirurgico
3 N&ao Nao T1 NO Cirargico
3 N&o Sim T1 NO Cirurgico
3 N&o N&ao T2 NO Cirurgico
3 N&ao Sim T1 NO Cirargico
3 N&ao Nao T1 NO Cirargico
3 N&o Nao T1 NO Cirurgico
3 N&ao Nao T1 NO Cirargico
3 N&ao Nao T1 NO Cirargico
3 N&o Nao T1 NO Cirurgico
3 N&o Nao T3 NO Cirurgico
4 N&ao Sim T1 NO Cirargico
4 N&o Nao T3 N1 Cirurgico
4 N&o Nao T3 N1 Cirtrgico + QT
(D — 1 sesséo)
4 Sim Sim T3 N1 Cirargico
4 Sim Nao T3 N1 Cirargico + QT
(C-4
sessbes)
4 N&o N&o T2 NO Cirurgico
4 Nao N&o T3 N1 Cirurgico + QT
(D+C-2
cicloseG+C
— 4 ciclos)
4 N&ao Sim T3 N1 Cirurgico
4 N&ao N&ao T2 N1 Cirargico
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4 Sim Nao
4 Nao Nao

T2
T1

NO
N1

Cirurgico
Cirargico

QT = quimioterapia, D = doxorrubicina, C = carboplatina e G = gencitabina.

Tabela 3. Tipo histolégico, grau de malignidade e estadiamento clinico dos tumores

das pacientes dos grupos 3 e 4.

GRUPO TIPO HISTOPATOLOGICO GRAU TNM ESTADIO
3 Ca papilar invasor Il T3NOMO i
3 Ca tubular I T1NOMO [
3 Ca tumor misto | T1INOMO [
3 Ca soélido 11 T3NOMO "
3 Ca papilar ndo invasor _ T1INOMO I
3 Ca tumor misto | TINOMO [
3 Ca tumor misto | TINOMO [
3 Ca tubular I T2NOMO 1]
3 Ca tumor misto | TINOMO [
3 Ca tumor misto | T2NOMO 1]
3 Ca tubular I T1NOMO [
3 Ca tumor misto | T2NOMO I
3 Ca tubular | T2NOMO 1]
3 Ca tumor misto 1 TINOMO [
3 Ca tumor misto | TINOMO [
3 Ca soélido I T3NOMO 11|
3 Ca papilar invasor I T3NOMO i
3 Ca tumor misto | T1INOMO [
3 Ca tumor misto | TINOMO [
4 Ca tubular 1 TIN1IMO "
4 Ca complexo I T2N1MO [
4 Ca tumor misto | T3N1MO "
4 Ca anaplasico Il T3N1M1 v

Ca papilar invasor com metaplasia
4 escamosa | T2NOM1 v
4 Ca micropapilar i T2N1M1 v
4 Ca tumor misto | T3N1IM1 v
4 Ca tubular [l TINOM1 v
4 Ca tubular | T2NOM1 v
4 Ca tubular I T3N1MO "
4 Ca anaplasico Il T3N1M1 \Y%

Ca = carcinoma

* Classificacao histopatologica e estadiamento clinico tumoral de acordo com Cassali et al.,

2011.

4.2 Coleta e armazenamento das amostras

As amostras foram coletadas imediatamente apds a cirurgia e, no caso das

mamas normais, em seguida da eutanasia das cadelas. De cada tumor foi coletado
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um ou mais fragmentos de 1 cm® que foi inserido em criotubo estéril, livre de
RNAse e DNAse, previamente autoclavado e mantido em nitrogénio liquido a -
196°C e posteriormente, armazenado em freezer a -80°C até o momento do
processamento.

Outro fragmento de cada tumor foi armazenado em formalina 10% durante
24 horas e, em seguida, passado para o alcool 70% para andlise histopatologica e

imuno-histoquimica.

4.3 Macrodisseccao e extracao do RNA

As amostras de tecido congeladas dos quatro grupos foram cortadas no
criostato (Leica), através de cortes de congelamento sequenciais de 5 um, as
laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina e posteriormente analisadas em
microscépio de luz (Leica). Para a composicdo dos grupos 3 e 4 sO foram
selecionadas as amostras que continham mais de 80% de células neoplasicas.

Posteriormente, estas amostras foram submetidas a clivagem através de
tubos com bids magnéticos pelo equipamento Precellys R (BioAmerica Inc, Florida,
EUA), seguida pela extracdo do RNA através do protocolo de Trizol® (Invitrogen),
conforme protocolo do laboratério Neogene, Departamento de Urologia, FMB,
Unesp Botucatu/SP.

A concentracdo e a pureza do RNA foram avaliadas pelo espectrofotdmetro
(Nanodrop™ ND-8000, Thermo Scientific), enquanto a integridade do RNA foi
avaliada pelo equipamento Bionalyzer kit para RNA 6000 Nano Series (Agilent).

4.4 Transcricao reversa

Para eliminar qualquer contaminacdo com DNA gendmico, o RNA total
extraido foi tratado com DNAse. A transcricdo reversa do RNA para cDNA foi



37

realizada com 1 pg de RNA total e com a enzima Super-script [lI™ Reverse
Transcriptase (Invitrogen). Para este protocolo utilizou-se 1 yL de oligodT (500
ug/mL), 1 pL de random primers (100 ug/mL) e 1 yL de dNTP. A mistura foi
aguecida a 65°C por 5 minutos e a seguir, foram adicionados 4 pyL de tampéo de
transcricdo 5x, 1 uL de DTT 0,1M e, por ultimo, foi acrescido 1 yL da enzima Super-
script 11l (200U/ pL) e feito incubacao a 25°C durante 5 minutos, 50°C por 1 hora e
meia, seguido de 70°C por 15 minutos. Ao final da transcricdo, o cDNA foi mantido
a -20°C.

4.5 RT-PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR)

Os iniciadores foram desenhados segundo o programa Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/) para o gene ATM e com software
Primer Express 2.0 (Apllied Biosystems) para os genes TP53 e VEGF (Tabela 2).
Os genes de referéncia (enddgenos) testados foram RPS5, RPS19, ACTB, HPRT e
RPL8. Os iniciadores destes genes foram obtidos segundo Brinkhof et al. (2006) e
0 gene ACTB segundo o software Primer Express 2.0 (Tabela 4). A especificidade
dos iniciadores de cada gene foi avaliada pelo programa BLAST do site do NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/), tanto para a sequéncia foward quanto

reverse.

Tabela 4. Sequéncia dos iniciadores utilizados na andlise de expressao génica.

GENE FOWARD REVERSE

ATM 5-CTTAGGAGGAGCCTGGGCCTTTG-3 5’-CACAACACAGGGAAAGCTCCGTA-3

TP53 5-GAACGCTGCTCTGACAGTAGTGA-3’ 5-CCCGCAAATTTCCTTCCA-3’
VEGFA 5-GCAACTCCGGCAGAAGCAT-3’ 5-TGGCGATCCAATTCCAAGAG-3’

RPS5 5-TCACTGGTGAGAACCCCCT-3’ 5’-CCTGATTCACACGGCGTAG-3’
RPS19 5’-CCTTCCTCAAAAAGTCTGGG-3 5-GTTCTCATCGTAGGGAGCAAG-3'

RPL8 5’-CCATGAATCCTGTGGAGC-3' 5-GTAGAGGGTTTGCCGATG-3

ACTB 5’-GGCATCCTGACCCTCAAGTA-3 5-CTTCTCCATGTCGTCCCAGT-3’

HPRT 5-AGCTTGCTGGTGAAAAGGAC-3’ 5-TTATAGTCAAGGGCATATCC-3

As reacdes de RT-gPCR foram padronizadas para cada iniciador e também,
foram determinadas as eficiéncias das reacdes para cada par de iniciadores

utilizando curvas-padréo a partir do cDNA de amostra controle.
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As reacbes de amplificacdo foram realizadas em placas de 96 pocos,
contendo duplicatas de cada amostra, controle negativo e uma amostra tumoral
sabidamente positiva como controle positivo. Em cada poco foi adicionado 11,5 yL
de solucédo composta por 6,25 uL do reagente Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), 0,3 pL de cada iniciador (foward e reverse) a 10 Mm e 1 uL
de cDNA (diluigcao de 1:10).

As condicfes de reacdo de amplificacdo para todos os iniciadores foram 40
ciclos de 15 segundos a 94°C e 1 minuto a 60°C. Curvas de dissociacdo foram
incluidas ao final de cada corrida para a determinacdo da especificidade dos
produtos da PCR, visualizada por um pico Unico do produto amplificado.

A determinacdo da expressao dos genes alvos estudados foi realizada a
partir da quantificacdo relativa (QR), a qual foi calculada pelo método 224CT,
método de Livak; Schmittgen (2001). Assim, genes que apresentaram QR =2 foram
considerados genes regulados positivamente, enquanto genes que apresentaram

QR = 0,5, foram considerados genes regulados negativamente.

4.6 Andlise imuno-histoquimica

Para a analise da expresséo proteica do ATM, p53 e VEGF foi utilizada a
técnica de imuno-histoquimica em cortes de glandula mamaria incluidos em
parafina, referentes aos quatro grupos testados para 0s respectivos anticorpos
(Tabela 5).

Tabela 5. Diluicbes, clones e procedéncia de anticorpos utilizados em mamas
normais e tumorais, cortes parafinizados.

Anticorpos anti Procedéncia Clones Dilui¢cbes
ATM (P) Abcam ab47575 1:100
p53 (P) Novocastra CM1 1:500

VEGF (M) Santa Cruz VG-1 1:100

*M=monoclonal e P=policlonal

A técnica de imuno-histoquimica empregada seguiu o protocolo do

Laboratorio de Imuno-histoquimica do Servico de Patologia Veterinaria da
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Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Unesp de Botucatu e foi
realizada neste mesmo estabelecimento.

As amostras foram seccionadas em cortes de 5 um de espessura e
montadas em laminas de vidro carregadas eletricamente. Estes cortes foram
submetidos a desparafinizacéo e reidratacdo. A recuperacao antigénica do ATM foi
realizada em banho-maria a 96°C com tampao Tris-EDTA pH 9,0, enquanto a do
p53 feita com tampdao Citrato pH 6,0 em panela de pressédo (Pascal, DAKO) e do
VEGF, com o0 mesmo tamp&o, em micro-ondas em trés ciclos de 5 minutos. O
bloqueio da peroxidase endogena foi realizado a partir de uma solucédo a 10% de
peréxido de hidrogénio a 30 volumes (Dinamica) em metanol absoluto (Dinamica)
durante 20 minutos. Apds esta etapa, procedeu-se com o blogueio de reacgéo
inespecifica com solucédo de leite em p6 a 3% (Molico) durante uma hora, em
temperatura ambiente.

A seguir, os cortes foram incubados em camara umida com os anticorpos
primérios na diluicdo oOtima (Tabela 5). A incubacdo do ATM foi de 1 hora a
temperatura de 27°C, enquanto a incubacdo do p53 e do VEGF foi a 4°C durante
18 horas. Como anticorpo secundario ligado a Peroxidase foi utilizado o kit
Advance (DAKO) e DAB como cromogeno. Os cortes foram contra corados com
Hematoxilina de Harris e, posteriormente, desidratados, montados com resina e

observados em microscopio optico.

4.7 Contagem das células marcadas

A observacdo das células foi realizada em microscopio de luz acoplado a
camera digital e através do programa de analise de imagens QWin 3.0 (Leica)
foram feitas observacfes quanto ao tipo de marcacao (citoplasmatica, membranosa
e nuclear), intensidade de marcacéo, apenas para ATM e VEGF (1 - intensa, 2 -
moderada e 3 - fraca) e distribuicdo de marcacao, por meio de escore: 1 - até 25%
de células positivas, 2 — 26 a 50% de células positivas, 3 — 51 a 75% de células

positivas e 4 — acima de 75% de células positivas, observadas em objetiva de 40x.
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No caso dos carcinomas em tumor misto considerou-se somente 0 componente
epitelial. As mamas normais foram consideradas como padrédo de normalidade de
expressao proteica (Tabela 6).

Os resultados foram comparados entre 0s grupos para 0 mesmo anticorpo,

além de verificar a correlacdo de imunomarcacao dos anticorpos dentro do mesmo

grupo.

Tabela 6. Tecido utilizado como controle positivo, localizagdo, escore e intensidade da
imunomarcacao da glandula mamaria normal para os anticorpos testados.

Escore

o L Intensidade
Anticorpo Con_tr_ole Locallzagelo da Avahat;ao~ da da damama
positivo Marcacao Marcacao mama
normal
normal
ATM Pele Citoplasmatica/ Escore/Intensidade 4 2
membranosa
Carcinoma
P53 mamario nuclear Escore 4 -
sabidamente
marcado
Vaso . Lo .
VEGF . citoplasmatica  Escore/Intensidade 1 1
sanguineo

4.8 Analise estatistica

As comparacdes entre os valores de expressao génica (ATM, TP53 e VEGF)
Nnos grupos amostrais e as variaveis clinicas e histopatologicas foram realizadas
através de testes ndo paramétricos ANOVA ou t-Student, sendo o primeiro utlizado
para multiplas comparacdes e o segundo para analises pareadas. Em relacdo a
analise da expressao proteica destes marcadores, foi utilizado teste Quiquadrado,
analisando também os parametros clinicos e histopatolégicos nos grupos tumorais.
O teste de Spearman foi aplicado para andlises de correlagcdo. Curvas de sobrevida
foram avaliadas pelo método de Kaplan-Meier e a significancia estatistica foi
determinada pelo teste de log-rank. Os resultados foram considerados
estatisticamente significativos com p<0,10.

Para a realizacdo das analises estatisticas foi utilizado o programa
GraphPad Prism5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA).
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise da expressao génica

Foram testados cinco genes de referéncia candidatos a normalizadores
(RPS5, RPS19, RPL8, HPRT e ACTB), os quais ja haviam sido estudados
anteriormente (BRINKHOF et al.,, 2006). Para a realizacdo do pré-teste foram
utilizadas amostras de carcinomas mamarios (10 de 34) e amostras de mamas
normais caninas (3 de 10), as quais apresentavam maior quantidade e melhor
gualidade de RNA. Os seis genes avaliados demonstraram boa estabilidade (M) de
expressdo para os transcritos testados, segundo o coeficiente de estabilidade de
expressao abaixo do limiar de 1,5 sugerido pelo programa geNorm.

O coeficiente de estabilidade de expressao (M) é determinado a partir de
dois genes de referéncia considerados ideais por possuirem razdes de expressao
idénticas em todas as amostras analisadas. O programa geNorm avalia a razao de
expressdo de cada gene de referéncia em relacdo aos demais sempre aos pares,
permitindo a exclusdo dos transcritos menos estaveis (VANDESOMPELE et al.,
2002).

Nesta andlise, o0 gene RPS5 apresentou expressao mais estavel (M= 0,430),
enquanto o gene RPL8, mostrou ser o menos estavel (M= 0,537). Assim, o
programa geNorm indicou o uso do RPS5, RPS19 e do ACTB como os melhores
genes de referéncia para a normalizagcdo da expressao dos genes alvos nos
carcinomas mamarios (Figura 2).

Os genes referéncia foram também estimados pelo calculo do desvio padréao
(valor ideal <0,150) da relacéo dos fatores de normalizacdo com a adicdo de um

novo transcrito ao grupo prévio (Figura 3).
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Figura 2. Média do coeficiente de estabilidade de expressao (M) dos genes de referéncia.

Figura 3. Determinacdo do numero adequado de genes de referéncia para normalizacdo da
expressdo dos genes alvos, demonstrando que com o uso dos trés transcritos ja se
obtém uma normalizacéo confiavel.



43

Apos a selegdo dos trés genes referéncia mais estaveis RPS5, RPS19 e
ACTB, minimo proposto por Vandesompele et al. (2002), todas as amostras
foram analisadas para os genes alvos. A eficiéncia dos genes alvo (ATM, TP53 e
VEGF) e dos genes enddgenos selecionados foram de 100%.

A seguir, foi estabelecido o QR das amostras para cada gene alvo, obtido
pela andlise do RT-gPCR. As amostras que ndo apresentaram resultados
confiaveis para cada gene alvo testado foram excluidas da analise final.

Assim, foi avaliada a expressdo dos genes alvo entre as amostras dos
grupos 1, 2, 3 e 4 e, posteriormente, comparando o grupo 1 com os grupos 3 e 4
unidos como um grupo Unico de tumores (Figura 4).

Foi verificada diminuigdo da expresséo de transcritos de ATM nos tumores e
lesdes benignas quando comparado com as amostras de mama normal e também
quando unificado o grupo de tumores (carcinomas metastaticos e ndo metastaticos)
em relacdo as mamas normais, apresentando p=0,0686 e p=0,0537,
respectivamente (Figura 4A).

Na comparacdo por grupos foram observados uma diminuicéo
estatisticamente significativa da expressdo do ATM em carcinomas mamarios nao
metastaticos em relacdo as mamas normais (p=0,0349) e entre as lesbes benignas
e as mamas normais (p=0,0505). Em relacdo aos carcinomas mamarios
metastaticos e as mamas normais ndo houve diferenga estatistica (p=0,3070), nem
entre as lesBes benignas e os tecidos neoplasicos (p>0,10).

Em relagdo ao TP53, foi observado uma diminuicdo dos transcritos das
lesbes benignas em relacdo as mamas normais (p=0,0145) e aumento da
expressdo dos carcinomas mamarios ndo metastaticos em relacdo as mamas
normais (p=0,0276). Além disso, verificou-se uma diminuicdo significativa da
expressdo das lesdes benignas em relacdo aos carcinomas mamarios hao
metastaticos (p=0,0007) e metastaticos (p=0,0145). Nao foi observada diferenca
estatistica em relacdo as mamas normais e 0s carcinomas mamarios metastaticos
(p=0.9738) e nem entre as mamas normais e tumorais (p=0,1299) (Figura 4B).

Na analise de expressdo dos transcritos de VEGF ndo se constatou
diferenca estatistica entre os quatro grupos estudados (p=0,1786) e nem na analise

entre mamas normais e tumorais (p=0,1977) (Figura 4C).
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Figura 4. Expresséao relativa dos genes ATM, TP53 e VEGF avaliados por RT-gPCR em mamas
normais, lesdes benignas, carcinomas mamarios ndo metastéticos e metastaticos e, em
relagdo aos tecidos normais e tumorais (carcinomas mamarios metastaticos e néo
metastaticos). Os niveis de expresséo relativa de cada gene estdo apresentados em
escala logaritmica. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Kruskal-Wallis para as
multiplas comparagdes e Mann-Whitney para andlise entre pares. O nimero de amostras
analisadas variou entre os genes alvos, uma vez que amostras com resultados nao
confiaveis foram excluidas da andlise.

Apé6s a analise de cada gene, foi feita uma analise de correlacdo de
expressdo entre os genes alvos através do teste de Spearman, ndo sendo

observada correlacdo de expresséo entre eles (Tabela 7).
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Tabela 7. Analise de correlacdo de expresséo relativa dos genes alvos.

Correlagéo de Spearman
R p
TP53? 0,1242 0,4839
TP53° 0,1681 0,3419
VEGF?* 0,0553 0,7559

r = coeficiente de correlagdo. a= correlagdo com ATM e b= correlagdo com VEGF

5.2 Associagcao entre a expressao génica do ATM, TP53 e VEGF com as

variaveis clinicas e histopatoldgicas

Para avaliar se 0s genes estudados poderiam estar associados com
caracteristicas de pior prognéstico ou outra caracteristica clinica, os niveis de
expressao destes genes foram comparados com dados clinicos e histopatologicos
das pacientes, como idade, tamanho do tumor (T), status nodal (N), recidiva,
ulceracado tumoral, status reprodutivo, uso de contraceptivo, pseudociese, tipo
histolégico e grau de malignidade considerando apenas os grupos tumorais (3 e 4)
(Figuras 5,6 e 7).

Nas andlises de expressdo génica do ATM observou-se diferenca na
expressao génica entre os tamanhos tumorais (T1 a 3) (p=0,0552), ocorrendo um
aumento dos niveis de transcritos entre T2 e T1 (p=0,0299). Além disso, verificou-
se diminuicao da expressao do ATM entre cadelas que apresentavam pseudociese
das que nao apresentavam (p=0,0940) (Figura 5).

Enquanto a expresséo génica do TP53 e VEGF néo foram associadas com

os parametros clinicos e histopatologicos das pacientes (Figuras 6 e 7).
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Figura 5. Niveis de transcritos de ATM segundo: A. tipo histolégico; B. grau de malignidade; C.
tamanho do tumor (T); D. status nodal; E. idade; F. recidiva; G. ulceracdo tumoral; H.
castracdo; |. uso de contraceptivo; J. pseudociese. A mediana de expressdo para cada
caracteristica analisada esta apresentada no gréafico. Os valores de P foram obtidos pelo
teste de Mann Whitney nas comparacfes entre os pares e pelo teste de Kruskal-Wallis
para as multiplas comparag6es. Ca= carcinoma, 0 = ausente e 1= presente.
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Figura 6. Niveis de transcritos de TP53 segundo: A. tipo histolégico; B. grau de malignidade; C.
tamanho do tumor (T); D. status nodal (N); E. idade; F. recidiva; G. ulceracdo tumoral; H.
castracéo; |. uso de contraceptivo; J. pseudociese. A mediana de expressdo para cada
caracteristica analisada esta apresentada no grafico. Os valores de P foram obtidos pelo
teste de Mann Whitney nas comparacdes entre os pares e pelo teste de Kruskal-Wallis
para as multiplas comparacdes. Ca= carcinoma, 0= ausente e 1= presente.
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Figura 7. Niveis de transcritos de VEGF segundo: A. tipo histolégico; B. grau de malignidade; C.
tamanho do tumor (T); D. status nodal (N); E. idade; F. recidiva; G. ulceracdo tumoral; H.
castracdo; |. uso de contraceptivo; J. pseudociese. A mediana de expressdo para cada
caracteristica analisada esta apresentada no grafico. Os valores de P foram obtidos pelo
teste de Mann Whitney nas comparacdes entre os pares e pelo teste de Kruskal-Wallis
para as multiplas comparacdes. Ca= carcinoma, 0= ausente e 1= presente.
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5.3 Anélise da expressao proteica do ATM, p53 e VEGF

O padrdo de imunomarcacdo da proteina ATM foi citoplasmatica e/ou
membranosa em todas as amostras, a glandula mamaria normal apresentou escore
4 de marcagdo e intensidade 2 (Figura 8). Houve diferenca significativa do
percentual de células imunomarcadas quando comparada entre todos 0s grupos
(p=0,0009). Além disso, foi observada uma diminuicdo significativa da expresséo
proteica do ATM entre os grupos 1 e 3 (p=0,0004) e entre os grupos 1 e 4
(p=0,0002). Foi observada também diferenca estatistica entre as mamas normais e
as mamas com lesdes benignas (p=0,0313). Nao houve diferenca estatistica da
expressdo da proteina ATM entre as lesGes benignas, 0s carcinomas mamarios
ndo metastaticos e metastaticos (p>0,10) (Tabela 8). Em relagéo a intensidade de
marcacdo do ATM houve diferenca estatistica entre os grupos (p=0,0622), sendo
bastante significativa entre os grupos 1 e 4 (p=0,0061) (Tabela 9).

Os valores de p foram obtidos pelo teste de Quiquadrado para as trés
proteinas analisadas, ATM, p53 e VEGF.

Tabela 8. Resultados da andlise da expresséo proteica da proteina ATM detectada
pela técnica de imuno-histoquimica em mamas normais, lesfes
benignas, carcinomas mamarios ndo metastaticos e carcinomas
metastaticos avaliados pelo escore de marcacao nos tecidos.

Escore
Grupos n (%)
1 2 3 4
Mama normal 0 0 0 12 (100)
Lesdo benigna 2 (18) 2 (18) 2 (18) 5 (46)
Ca ndo metastatico 3(16) 4 (21) 8 (42) 4 (21)
Ca metastético 2 (18) 5 (46) 3 (27) 109

Ca= Carcinoma

Tabela 9. Resultados da analise de intensidade de marcagéo da proteina ATM nos
guatro grupos estudados.

Intensidade
Grupos n (%)
1 2 3
Mama normal 2(17) 8 (66) 2(17)
Lesdo benigna 6 (55) 3(27) 2(18)

Ca ndo metastatico 9 (47) 9 (47) 1(6)
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Ca metastético 9 (82) 1(9) 1(9)
Ca= Carcinoma

Figura 8. Fotomicrografia de imunomarcacéo citoplasmatica e/ou membranosa da proteina ATM.
A. Mama normal: escore 4 e intensidade 2. B. Tumor misto benigno: escore 4 e
intensidade 1. C. Carcinoma em tumor misto hdo metastatico: escore 4 e intensidade 2.
D. Carcinoma tubular metastatico: escore 3 e intensidade 1.

A imunomarcacdo da proteina p53 foi nuclear e as mamas normais
apresentaram positividade das células epiteliais superior a 75% (escore 4) (Figura
9). Em relacdo aos quatro grupos estudados nao foi verificada diferenca estatistica
na extensdo de imunomarcacéo (p>0,10), entretanto, foi verificada diminuicdo da

proteina entre as amostras de carcinomas mamarios metastaticos e as mamas
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normais (p=0,0143) e entre os carcinomas mamarios ndo metastaticos e as mamas
normais (p=0,0417) (Tabela 10).

Tabela 10. Resultados da analise de distribuicdo de marcacéo da proteina p53 nos
guatro grupos estudados.

Escore
Grupos n (%)
1 2 3 4
Mama normal 1(8) 0 2(17) 9 (75)
Leséo benigna 2 (18) 2 (18) 2 (18) 5 (46)
Ca ndo metastatico 6 (32) 4 (21) 4 (21) 5 (26)
Ca metastéatico 4 (36) 4 (36) 1 (10) 2 (18)

Ca= carcinoma

Em todas as amostras analisadas, o padrdo de imunomarcacao do VEGF foi
citoplasmatico e o escore de imunomarcacdo da mama normal foi 1 e de fraca
intensidade (Figura 10). Em relacdo ao percentual de células imunomarcadas nao
foi verificada diferenga estatistica entre os quatro grupos estudados (p=0,1588),
entretanto, foi observado um aumento da expresséao da proteina entre os grupos 2
e 1 (p=0,0583), 3 e 1 (p=0,0507) e 4 e 1 (p=0,0431), entre os grupos 2, 3 e 4 ndo
houve diferenca estatistica (p>0,10). Enquanto, em relacdo a intensidade de
marcacao da proteina VEGF nao houve diferenca estatistica entre os quatro grupos
(p=0,4019) (Tabelas 11 e 12).

Tabela 11. Resultados da extensdo de imunomarcacgéo (escore) da proteina VEGF
nos quatro grupos estudados.

Escore
Grupos n (%)
1 2 3 4
Mama normal 6 (50) 3 (25) 0 3(25)
Lesdo benigna 3 (27) 0 3 (27) 5 (46)
Ca ndo metastatico 3 (16) 2 (11) 4 (21) 10 (53)
Ca metastatico 1(9) 1(9) 2 (18) 7 (64)

Ca= carcinoma.

Tabela 12. Resultados da analise de intensidade de marcagéo proteica do VEGF
nos quatro grupos estudados.

Intensidade de Marcacéo

Grupos n (%)
1 2 3
Mama normal 8 (66) 2(17) 2 (17)

Lesao benigna 3 (27) 7 (64) 1(9)
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Ca ndo metastatico 7 (37) 10 (53) 2 (10)
Ca metastatico 4 (37) 6 (55) 1(8)

Ca= carcinoma.

Figura 9. Fotomicrografia de imunomarcacao nuclear da proteina p53. A. Mama normal: escore 4.
B. Adenoma mamario: escore 4. C. Carcinoma tubular ndo metastatico: escore 1. D.
Carcinoma tubular metastatico: escore 1.
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Figura 10. Fotomicrografia de imunomarcacgéo citoplasmatica da proteina VEGF. A. Mama normal:
escore 1 e intensidade 1. B. Hiperplasia maméria: escore 1 e intensidade 1. C.
Carcinoma sélido ndo metastatico: escore 4 e intensidade 2. D. Carcinoma anaplasico

metastatico: escore 4 e intensidade 2.

A seguir foi realizada analise de correlacdo de expressao proteica entre as

trés proteinas estudadas pelo teste de Spearman, ndo sendo verificada correlacao

estatistica entre elas (Tabela 13).
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Tabela 13. Andlise de correlacdo de expressdo das proteinas ATM, p53 e

VEGF.
Correlagcdo de Spearman
R P
p53° 0,1143 0,5199
p53° 0,2239 0,2031
VEGF* 0,0406 0,8195

r = coeficiente de correlacédo. a= correlacdo com ATM e b= correlacdo com VEGF

5.4 — Andlise de expressao proteica do ATM, p53 e VEGF e associacdo com as

variaveis clinico-histopatologicas

Assim como realizado na andlise de expressdo génica, as proteinas ATM,
p53 e VEGF foram comparadas com as variaveis clinicas e histopatoldgicas. As
diferencas no numero de casos avaliados para cada pardmetro se devem a
auséncia de informagdes clinicas fornecidas pelo proprietario do animal

A correlacéo entre os escores e intensidades de expresséo proteica destes
marcadores e os dados clinicos e histopatolégicos em geral ndo revelou resultados
estatisticamente significativos (Tabelas 14, 15, 16, 17 e 18). Entretanto, foi
identificada fraca marcacdo da proteina ATM nas amostras com metastases em
linfonodos (p=0,0887) e também com ulceracdo tumoral (p=0,0997). Além disso.
Foi verificado aumento da expressdo da proteina VEGF associado aos carcinomas
simples quando comparados com o carcinoma complexo (p=0,0372) e diferenca
estatistica na intensidade da marcacao entre as idades das pacientes (p=0,0294) e
0 uso de contraceptivos (p=0,0574).

Tabela 14. Associacao entre os dados clinicos e histopatolégicos com o escore de
imunomarcacdo da proteina ATM detectada pela imuno-histoquimica.
Os valores de p foram obtidos pelo teste de Quiquadrado.

ATM
Variaveis N N (%) p
1 2 3 4
Tipo histolégico 0,2369
Ca complexo 1 1 (100) 0 0 0
Ca simples 17 1(6) 6 (35) 6 (35) 4 (24)

Ca tumor misto 12 3 (25) 3 (25) 5 (42) 1(8)
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Grau
Gl
Gll

Gl

T (tamanho tumor)
Tl
T2
T3

N (status nodal)
N1
NO

Idade
< 6 anos
7 a 11 anos
12 2

Ulceracdao
sim
nao

Recidiva
sim
nao

Castracéao
sim
nao

Contraceptivo
sim
nao
Pseudociese
sim
nao

14
12

3 (16)
2 (28)

3 (21)
1 (14)

1 (1)
2 (29)
3 (13)

0
2 (15)
3 (20)

0
5 (20)

2 (33)
3 (14)

2 (25)
3 (15)

0
4 (19)

2 (14)
3 (25)

5 (26)
3 (36)
1 (33)

2 (14)
3 (43)
4 (44)
2 (29)
7 (30)

0
4 (32)
5 (33)

3 (75)
6 (24)

1(17)
6 (29)

1 (13)
7 (35)

2 (67)
6 (29)

4 (29)
4 (33)

8 (42)
3 (36)

6 (44)
2 (29)

3(32)
2 (29)
9 (40)

2 (100)
5 (38)
4 (27)

1 (15)
10 (40)

3 (50)
8 (38)

3(37)
8 (40)

0
8 (38)

7 (50)
3 (25)

3 (16)
0

2 (67)
3(21)
1 (14)
1 (11)
1 (13)
4 (17)

0
2 (15)
3 (20)

0
4 (16)

0
4 (19)

2 (25)
2 (10)

1(33)
3 (14)

1(7)
2 (17)

0,2248

0,7802

0,8069

0,6552

0,2092

0,4799

0,5238

0,3301

0,5742

Tabela 15. Associacdo entre a intensidade de expressao proteica do ATM com as
variaveis clinico-histopatoldgicas. Os valores de p foram obtidos pelo

teste de Quiquadrado.

S N (%) p
Variaveis 1 > 3
Tipo histolégico 0,3831
Ca complexo 1 (100) 0 0
Ca simples 10 (59) 7 (41) 0
Ca tumor misto 7 (58) 3 (25) 2(17)
Grau 0,7562
Gl 10 (53) 7 (37) 2 (10)
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Gl 8 6 (75) 2 (25) 0
Gl 3 2 (67) 1(33) 0
T (tamanho tumor) 0,9323
T1 14 8 (57) 5 (36) 1(7)
T2 7 4 (57) 3(43) 0
T3 9 5 (56) 3(33) 1(11)
N (status nodal) 0,0887
N1 7 6 (86) 0 1(14)
NO 23 12 (52) 10 (43) 1(5)
Idade 0,1162
<6 anos 2 1 (50) 0 1 (50)
7 all anos 13 8 (62) 4 (31) 1(7)
122 15 10 (67) 5(33) 0
Ulceragao 0,0997
sim 4 3 (75) 0 1(25)
nao 25 12 (48) 12 (48) 1(4)
Recidiva 0,3737
sim 6 5 (83) 1(17) 0
nao 21 11 (53) 8 (38) 2(9
Castracéao 0,3460
sim 8 4 (50) 4 (50) 0
nao 20 13 (65) 5 (25) 2 (10)
Contraceptivo 0,3575
sim 3 3 (100) 0 0
nao 21 12 (57) 8 (38) 1(5)
Pseudociese 0,6343
sim 14 9 (64) 4 (29) 1(7)
nao 12 8 (67) 4 (33) 0

Tabela 16. Associacdo entre o escore de imunomarcacao da proteina p53 com as
variaveis clinico-histopatoldgicas. Os valores de p foram obtidos pelo
teste de Quiquadrado.

L N N (%) p
Variaveis 1 > 3 2 .
Tipo histolégico 0,1502

Ca complexo 1 0 0 0 1 (100)

Ca simples 17 7 (40) 4 (24) 3 (18) 3 (18)

Ca tumor misto 12 3 (25) 4 (33) 2(17) 3 (25)
Grau 0,6697

Gl 19 7 (37) 6 (32) 4 (21) 2 (10)

Gl 8 3 (38) 1(12) 1(12) 3(38)

Glil 3 1(34) 1(33) 0 1(33)
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T (tamanho tumor) 0,8697
T1 14 6 (44) 3(21) 3(21) 2 (14
T2 7 2 (29) 1 (15) 1 (15) 3(43)
T3 9 2 (22) 4 (44) 1(12) 2 (22)
N (status nodal) 0,5266
N1 7 2(29) 4(57) 0 1(14)
NO 23 8 (35) 4 (17) 5 (22) 6 (26)
Idade 0,6061
<6 anos 2 0 1 (50) 1 (50) 0
7 a1l anos 13 5 (38) 2 (15) 2 (15) 4 (32)
122 15 5(33) 5(33) 2(13) 3(21)
Ulceragao 0,7496
sim 4 1 (25) 1 (25) 0 2 (50)
nao 25 9 (36) 7 (28) 4 (16) 5 (20)
Recidiva 0,8099
sim 6 3 (50) 2 (33) 1(17) 0
nao 21 6 (29) 6 (29) 3(13) 6 (29)
Castracao 0,1444
sim 8 4 (50) 3 (38) 1(12) 0
nao 20 5 (25) 5(25) 3 (15) 7 (35)
Contraceptivo 0,3301
sim 3 0 1(33) 0 2 (67)
nao 21 6 (29) 7 (33) 4 (19) 4 (19)
Pseudociese 0,6946
sim 14 7 (50) 4 (29) 0 3(21)
nao 12 2 (17) 3(25) 4 (33) 3 (25)

Tabela 17. Associacdo entre os dados clinicos e histopatolégicos e o escore de
imunomarcacao da proteina VEGF. Os valores de p foram obtidos pelo
teste de Quiquadrado.

S N N (%) p
Variaveis 1 > 3 2
Tipo histolégico 0,1246
Ca complexo 1 0 1(100) 0 0
Ca simples 17 3(18) 1(6) 3(18) 10(58)
Ca tumor misto 12 1(8) 1(8) 3(26) 7 (58)
Grau 0,4089
Gl 19 2(11) 3(16) 5(26) 9(47)
Gl 8 2 (25) 0 0 6 (75)
Gl 3 0 0 1(33) 4(67)
T (tamanho tumor) 0,8751

T1 14 3(21) 1(8) 3(21) 7(50)
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T2
T3

N (status nodal)
N1
NO

Idade
< 6 anos
7 a1l anos
122

Ulceracao
sim
nao

Recidiva
sim
nao

Castracéao
sim
nao

Contraceptivo
sim
nao

Pseudociese
sim
nao

14
12

0
1(11)

0
4 (17)

0
1(8)
3 (20)

0
40

2 (33)
2 (10)

2 (24)
2 (10)

1(33)
3 (14)

2 (14)
1(8)

1(14)
1(11)

1 (14)
1(4)

0
1(8)
2 (13)

0
30

0
2 (10)

2 (24)
1(5)

0
3 (14)

2 (14)
1(8)

1(14)
2 (22)

2 (29)
5 (22)

1 (50)
1 (8)
4 (27)

1 (25)
5 (20)

1(17)
5 (23)

1 (14)
5 (25)

2 (67)
3 (14)

2 (14)
4 (33)

5 (72)
5 (56)

4 (57)
13 (57)

1 (50)
10 (76)
6 (40)

3 (75)
13 (52)

3 (50)
12 (57)

3 (38)
12 (60)

0
12 (58)

8 (58)
6 (51)

0,5478

0,4908

0,6841

0,4740

0,2625

0,1036

0,6883

Tabela 18. Associagéo entre a intensidade de imunomarcacédo da proteina VEGF
com os dados clinicos e histopatologicos. Os valores de p foram
obtidos pelo teste de Quiquadrado.

L N N (%) p
Variaveis 1 > 3
Tipo histolégico 0,1101
Ca complexo 1 1 (100) 0 0
Ca simples 17 5(29) 12 (71) 0
Ca tumor misto 12 4 (33) 5 (42) 3 (25)
Grau 0,4300
Gl 19 7(37) 9 (47) 3 (16)
Gl 8 2 (25) 6 (75) 0
Gl 3 2 (67) 1(33) 0
T (tamanho tumor) 0,5197
T1 14 5 (36) 8 (57) 1(7)
T2 7 1(14) 5(72) 1(14)
T3 9 5 (56) 3 (33) 1(11)
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N (status nodal) 0,7981
N1 7 3 (43) 3 (43) 1(14)
NO 23 8 (35) 13 (57) 2(8)
Idade 0,0294
< 6 anos 2 0 1 (50) 1 (50)
7 allanos 13 2 (15) 9 (70) 2 (15)
122 15 9 (60) 6 (40) 0
Ulceracao 0,5750
sim 4 1 (25) 2 (50) 1(25)
nao 25 9 (36) 14 (56) 2(8)
Recidiva 0,3173
sim 6 2 (33) 2 (33) 2 (34)
nao 21 7 (33) 12 (57) 2 (10)
Castracéo 0,3932
sim 8 4 (50) 4 (50) 0
nao 20 6 (30) 11 (55) 3(15)
Contraceptivo
sim 3 3 (100) 0 0 0,0574
nao 21 6 (29) 14 (67) 1(4)
Pseudociese 0,2485
sim 14 7 (50) 7 (50) 0
nao 12 4 (33) 7 (58) 2(9

5.5 Correlacdo entre os resultados da expressdo génica e proteica do ATM,
p53 e VEGF

Os niveis de transcritos do ATM, TP53 e VEGF foram comparados com a
expressdo de suas respectivas proteinas em amostras pareadas. Para o0s
marcadores ATM e p53 néo foi detectada correlagdo estatistica entre os resultados
obtidos por ambas as técnicas em relacdo aos quatro grupos analisados. (Figuras
11 e 12). Entretanto, niveis mais baixos de transcritos (QR<0,5) de ATM foram
correlacionados com positividade proteica menor que 25% das células (escore 1),
havendo diferenca estatistica quando comparado com o escore 4 com aumento de
transcritos (QR >2) (P=0.0316, teste de Mann-Whitney) (Figura 11).
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Figura 11. Comparacdo entre 0s niveis de expressdo génica e
proteica (escores 1 a 4) do ATM nos tumores benignos,
carcinomas mamarios ndo metastaticos e metastaticos,
resultado obtido pelo teste de Kruskal-Wallis.

104 p=0,2531 |
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Figura 12. Comparagdo entre os niveis de expressdo génica e
proteica do p53 (escores 1 a 4) nos tumores benignos,
carcinomas mamarios ndo metastaticos e metastaticos,
resultado obtido pelo teste de Kruskal-Wallis.

Correlacdo estatistica da expressdo génica e proteica do VEGF foi
observada entre os quatro grupos estudados (p=0,0402) sendo identificada uma
correlacdo estatisticamente significativa entre os escore 4 e 2, uma vez que 0
escore 4 apresentou um aumento bastante significativo de transcritos de VEGF,
guando comparado ao escore 2, em que apresentou diminuicdo dos transcritos
(p=0,0048). No entanto, ndo foi verificada diferenca estatistica entre os outros

escores com 0s respectivos niveis de transcritos (Figura 13).
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Figura 13. Comparacdo entre o0s niveis de expressdo génica e
proteica do VEGF (escores 1 a 4) nos grupos 2, 3 e 4,
resultado obtido pelo teste de Kruskal-Wallis.

5.6 Analise de sobrevida das pacientes com carcinomas mamarios

metastaticos e ndo metastaticos

O tempo de sobrevida global das pacientes pertencentes aos grupos 3 e 4
foi avaliado comparando os grupos entre si (Figura 14), sendo que a sobrevida
global média do grupo 4 foi de 8 meses (8+6,1 meses) e do grupo 3 de 12 meses
(124 4,0 meses).

Posteriormente, foi avaliado o tempo de sobrevida global das pacientes com
carcinomas mamarios (metastaticos e ndo metastaticos) em relacdo aos
parametros clinicos e histopatoldégicos e com a expressao génica e proteica do
ATM, p53 e VEGF (Figuras 15,16, 17), também foi realizado a comparagédo dos
grupos tumorais com o tratamento das pacientes, ou seja, tratamento cirargico ou
cirdrgico associado a quimioterapia antineoplasica adjuvante (Figura 18). As curvas

de sobrevida foram avaliadas pelo método de Kaplan-Meier.
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Figura 14. Tempo de sobrevida global das pacientes com carcinomas
mamarios metastéticos e ndo metastaticos.

Figura 15. Avaliacdo do tempo de sobrevida global das pacientes em relacdo aos parametros
clinicos e histopatologicos. A. Tipo histologico. B. Grau de malignidade. C. Tamanho
tumoral. D. Status nodal.
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Figura 16. Avaliacdo do tempo de sobrevida global das pacientes em relacdo aos parametros
clinicos. A. Idade. B. Recidiva. C. Ulceracao tumoral. D. Status reprodutivo. E. Uso de
contraceptivo. F. Pseudociese.
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Figura 17. Avaliagdo do tempo de sobrevida global das pacientes em relacdo a expressdo génica
e proteica do ATM, p53 e VEGF. A. Expressao génica do ATM. B. Expresséo proteica
do ATM. C. Expressédo génica do TP53. D. Expresséo proteica do p53. E. Expressdo
génica do VEGF. F. Expresséo proteica do VEGF.



Figura 18. Avaliacdo do tempo de sobrevida global das pacientes
em relacdo ao tratamento utilizado (cirdrgico ou cirdirgico
associado ao tratamento quimioterapico).
QT=quimioterapia.
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6 DISCUSSAO

Nos tumores de mama de cadelas o tipo e grau histologico e dados clinicos
sdo considerados fatores prognésticos (SORENMO, 2003; GAMA; ALVES;
SCHMIT, 2008; DE NARDI et al., 2009; SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT,
2013), . Entretanto, poucos estudos avaliam a correlacdo da expressédo génica e
proteica de biomarcadores considerados prognésticos nos tumores de mama em
mulheres

As pacientes do presente estudo apresentavam faixa etaria média de 11
anos (11,1+2,95 anos), corroborando com a faixa etaria de maior incidéncia de
neoplasias mamarias em cadelas (DE NARDI et al., 2009; CASSALI et al., 2011;
SORENMO et al., 2011; HENRY, 2013; SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT,
2013). Esta também foi a idade média das pacientes acometidas por lesdes
mamarias benignas, discordando com o estudo de Sorenmo et al. (2009), no qual
cita que had uma predominancia de cadelas mais velhas com tumores malignos
guando comparado aos benignos.

Em relacéo as racas destas pacientes, 45% eram sem raca definida (SRD),
13% Poodle, 10% Cocker, 10% Teckel e 10% Pinscher, o restante foram
representados pelas ragcas Boxer, Pastor Alemé&o, Pastor Belga, Pitbull e Rottweiler.
Assim, as racas de maior prevaléncia deste estudo concordam com outros
trabalhos (DE NARDI et al., 2009; BORGE; BARRESEN-DALE; LINGAAS, 2011).
Entretanto, segundo Sorenmo (2003), a predisposi¢cédo a determinadas racgas pode
variar de acordo com a regido geografica.

Alguns autores sugerem ainda que a incidéncia maior do cancer de mama
em algumas ragas pode estar relacionada a fatores genéticos hereditarios, como
fator de risco para o desenvolvimento desta enfermidade (SORENMO, 2003;
BORGE; BARRESEN-DALE; LINGAAS, 2011; IM et al., 2012).

Outro fator de risco ao desenvolvimento do tumor de mama refere-se ao
status reprodutivo das cadelas, acredita-se que estes tumores sejam hormonio
dependente e assim fémeas intactas ou castradas tardiamente seriam mais

predispostas ao acometimento desta enfermidade (SORENMO et al., 2011,
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HENRY, 2013). Contudo, Beauvais; Cardwell e Brodbelt (2012) identificaram em
uma revisdo sistematica avaliando 11.149 estudos relacionados a associacao entre
a castracdao e o desenvolvimento de tumor de mama em cadelas, falhas na
metodologia da grande maioria dos estudos que tentam comprovar a influéncia
hormonal no desenvolvimento do cancer de mama de cadelas, encontranado viés
de alto, médio e baixo risco, sendo que um destes trabalhos identificou associacao
entre castracdo e o risco de desenvolvimento de tumor de mama, dois estudos néao
encontraram esta associacdo e um estudo relatou algum efeito da castracdo sobre
o desenvolvimento de tumor de mama, entretanto, ndo apresentou nimeros.

No entanto, 71% (27/38 casos) das pacientes deste estudo ndo eram
castradas e, além disso, 47% (16/34 casos) apresentavam historico de
pseudociese, sugerindo uma possivel influéncia dos fatores hormonais no
desenvolvimento da neoplasia mamaria. Outros estudos identificaram uma alta
porcentagem de pseudociese relacionada as neoplasias malignas (OLIVEIRA et al.,
2003; OLIVEIRA-FILHO et al., 2010).

Em relacédo a administracao prévia de progestagenos, 12,5% (3/24 CASOS)
das pacientes com neoplasia maligna e 29% (2/7 casos) com tumor benigno,
fizeram uso desta medicacao e, assim como observado por Oliveira et al. (2003), a
correlacdo da administracdo deste farmaco foi maior em relacdo aos tumores
benignos do que malignos.

Quanto a andlise de sobrevida das pacientes deste estudo, foi constatado
gue as cadelas pertencentes ao grupo quatro (carcinomas mamarios metastaticos)
apresentaram sobrevida global média de 8 meses (86,1 meses), resultado inferior
guando comparado com as pacientes do grupo 3 (carcinomas mamarios nao
metastéticos), que foi de 12 meses (12+ 4,0 meses) (p=0,0093), sendo que trés
pacientes do grupo 4 e uma do grupo 3 foi submetida & tratamento com
guimioterapia adjuvante. Esta diferenca, estatisticamente significativa, entre os
grupos tumorais € esperada, uma vez que a metastase € uma caracteristica que
estd diretamente relacionada com o tempo de sobrevida e ao prognéstico da
paciente, tanto em mulheres quanto em cadelas (GUPTA et al.,, 2007; KHANNA;
HUNTER, 2005; DE NARDI et al., 2009; HOLLIER et al., 2009; KLOPFLEISCH;
GRUBER, 2009).
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Em relacdo ao tipo histolégico dos tumores, constatou-se que o carcinoma
em tumor misto e o carcinoma tubular foram os tipos predominantes, sendo que o
primeiro correspondeu a 40% dos casos e 0 segundo a 30%, corroborando com os
outros trabalhos que citam a alta frequéncia destes tipos histoldégicos nas cadelas
(CASSALI et al., 2011), porém divergindo do estudo de Sorenmo (2003) em que
cita o carcinoma tubular como tipo histolégico mais prevalente em cadelas. Em
contrapartida, o carcinoma complexo e o micropapilar foram os tumores de menor
incidéncia, assim como descrito em estudos prévios (SORENMO, 2003; CASSALI
et al.; 2011; GAMBA et al., 2012).

Apesar de o carcinoma micropapilar ser considerado um tumor bastante
agressivo, associado a um prognéstico ruim (CASSALI et al.; 2011; GAMBA et al.,
2012), o unico caso com este tipo histologico esta vivo até o presente momento,
apresentando sobrevida global de 9 meses, mesmo tendo desenvolvido
metastases em linfonodo regional e cutdnea, sendo submetida aos tratamentos
cirargico e quimioterapico com doxorrubicina e carboplatina (dois ciclos) e,
posteriormente, gencitabina com carboplatina (4 ciclos). Metastases relacionadas a
este tipo de tumor sao bastante frequentes (CASSALI et al.; 2011; GAMBA et al.,
2012).

O carcinoma anaplasico é outro tipo histolégico também relacionado a um
prognéstico ruim devido ao desenvolvimento de recidivas precoces e metastases
(CASSALI et al.; 2011) e, neste estudo, duas pacientes foram diagnosticadas com
este tipo de tumor, e ambas vieram a 6bitos, apresentando sobrevida global inferior
a 30 dias, apresentando um prognaostico bastante ruim.

Na correlacdo do tipo histolégico com o grau de malignidade do tumor foi
verificado que o0 Unico caso de carcinoma complexo apresentava grau | de
malignidade, conforme relatado por Karayannopoulou et al. (2005). Enquanto os
carcinomas simples, representados pelos subtipos carcinomas papilar, tubular,
sélido e anaplasico, apresentaram as trés graduacdes, ndo sendo observada uma
associacao do tipo histolégico com o grau de malignidade do tumor, diferentemente
da citagdo de Karayannopoulou et al. (2005). No entanto, os tipos histolégicos
considerados de pior prognostico (carcinoma anaplasico e micropapilar) foram

relacionados com graus Il e Il de malignidade.
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Das cinco pacientes que vieram a o6bito durante o seguimento clinico deste
estudo, apenas uma apresentava tumor com grau Il de malignidade, enquanto trés
apresentaram tumor com grau Il e duas com grau |. Deste modo, néo foi
identificada correlacao do grau de malignidade do tumor com o tempo de sobrevida
das pacientes conforme relatado nos trabalhos de Philibert et al. (2003) e Pefia et
al. (2013), entretanto, o baixo numero de amostra pode ter interferido neste
resultado.

Outra caracteristica importante para o estabelecimento do progndéstico do
cancer de mama em cadelas refere-se ao tamanho tumoral e ao status nodal.
Assim, alguns autores sugerem que o tamanho tumoral seja um fator prognéstico
independente, uma vez que tumores maiores que 3 cm tém sido associados com
piores prognosticos (SORENMO, 2003; SORENMO et al. 2011). No presente
trabalho verificou-se que todas as cadelas (5/30) que faleceram pelo cancer de
mama apresentavam tumores com tamanho superior a 3 cm e 100% destas
pacientes eram pertencentes ao grupo 4. Entretanto, nao foi observada associacao
entre o tamanho tumoral e o tempo de sobrevida das pacientes (p=0,2081).

A presenca de metéstases em linfonodos regionais das cadelas também néo
foi associada com a diminuicdo do tempo de sobrevida, uma vez que 63% das
pacientes N1 apresentaram sobrevida superior a 13 meses, diferentemente do
observado no trabalho de Sorenmo (2003), esta diferenca pode ser decorrente do
pequeno numero de pacientes com metastases em linfonodos regionais analisado.

Outro dado interessante observado neste estudo foi que as pacientes com
ulceracao tumoral apresentaram baixa sobrevida global (p=0,0110), Oliveira et al.
(2003) verificaram que 72,7% dos tumores ulcerados analisados em seu trabalho
estavam relacionados aos tumores malignos. Enquanto, outros autores
relacionaram a presenca de ulceracdo tumoral a respostas inflamatorias, através
da identificacdo de niveis elevados de proteinas de inflamacgédo, como a proteina C
reativa e, também constataram que estas proteinas estavam aumentadas nos
carcinomas mamarios (PLANELLAS et al., 2009).

Somando aos achados clinicos e histopatolégicos avaliados no presente
estudo, marcadores tumorais previamente estudados em mulheres (ATM, p53 e

VEGF) foram avaliados, visando compreender melhor os mecanismos envolvidos
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no processo de carcinogénese do cancer de mama de cadelas e na tentativa de se
obter novos modelos de marcadores prognosticos.

Na analise do ATM foi observada uma baixa regulacdo deste gene nas
neoplasias (carcinomas mamarios metastaticos e ndo metastaticos) em relacdo a
mama normal. Estes achados corroboram com estudos realizados em mulheres
(ANGELE et al., 2000; ANGELE et al., 2003; YE et al, 2007; TOMMISKA et al.,
2008; BHATTACHARYA et al., 2012; BUENO, 2012). No entanto, quando avaliados
separadamente, 0s carcinomas mamarios ndo metastaticos apresentaram
diminuicdo da expressdo do ATM em relacdo as amostras de mamas normais,
enquanto entre os carcinomas mamarios metastaticos e as mamas normais néo
houve diferenca estatistica.

Este achado difere dos resultados observados em estudos prévios em
mulheres, uma vez que a baixa regulacdo do ATM foi relacionada com a diminuicéo
do tempo livre de doenca e da sobrevida global, portanto com tumores mais
agressivos (YE et al, 2007). Os presentes achados podem ser decorrentes do
pequeno numero de amostras analisadas pertencentes ao grupo metastatico (11
casos).

As lesdes mamarias benignas apresentaram diminuicdo da expressédo dos
transcritos de ATM em relacdo as mamas normais; porém, quando comparadas
com as amostras de carcinomas (metastaticos e nao metastaticos) nado foi
constatada diferenca em sua expresséo, diferentemente do observado no estudo
de Ye et al. (2007), em que a baixa expressdo do ATM foi observada em ordem
decrescente nas amostras neoplasicas, lesées mamarias benignas e tecido
mamario normal. Estes resultados podem diferir nas cadelas pela demora no
diagnodstico das lesbGes benignas, uma vez que a maioria das pacientes
apresentava tempo de evolugdo superior a seis meses e, assim, com 0 processo
evolutivo destas lesdes, 0 ATM poderia estar sendo perdido nestes tecidos.

O ATM tem papel de fosforilar proteinas relacionadas a checagem de pontos
de dano do DNA (DNA damage proteins), que permite a parada do ciclo celular,
reparo do DNA e apoptose (JIANG et al., 2009; BENSIMON; AEBERSOLD;
SHILOH, 2011). A diminuigdo dos niveis de transcritos nos tumores benignos e
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malignos pode estar relacionada ao acumulo de outras mutac¢des importantes no
processo carcinogénico e metastatico.

Em mulheres, ja foram descritas mais de 400 muta¢des no ATM causadoras
de doenca, sendo que cerca de 70% delas resultaram em terminacéo prematura da
traducao, sintetizando proteinas incompletas (RENWICK et al, 2006). Além disso,
mutacdes neste gene também foram associadas ao desenvolvimento de cancer de
mama em familias (RENWICK et al, 2006; BOZHANOV et al., 2010). Entretanto,
em tumores esporadicos esta relacdo € controversa (EINARSDOTTIR et al., 2006;
PROKOPCOVA et al., 2007; DOMBERNOWSKY et al., 2008; BOGDANOVA et al.,
2009).

Alguns autores acreditam ainda que esta baixa regulacédo do ATM poderia
estar relacionada com a perda deste gene no cromossomo 11, a qual é
frequentemente observada em células do tecido neoplasico mamario de mulheres,
podendo explicar a diminuicdo de RNAmM (KHANNA; CHENEVIX-TRENCH, 2004).

Outro mecanismo sugerido seria o silenciamento do gene ATM pela perda
de um alelo identificada através de estudos de perda de heterozigose (Loss of
Heterozygosity — LOH). A perda de um alelo foi anteriormente descrita em 40% de
casos de tumor de mama em mulheres (RIO et al., 1998), porém o mecanismo de
inativacdo do outro alelo € desconhecido (PROKOPCOVA et al., 2007).

Em relagcdo a andlise da expressdo da proteina ATM, foi observada
localizacdo de imunomarcacao citoplasméatica e/ou membranosa e, embora ndo ha
descricdo na literatura de estudos sobre esta proteina na glandula mamaria de
cadelas, em mulheres esta marcacédo normalmente € nuclear (BUENO, 2012), mas,
segundo THE HUMAN PROTEIN ATLAS, a imunomarcagdo também pode ser
citoplasmatica e membranosa. Esta localizacdo observada nas amostras de
cadelas provavelmente ocorreu pela ligagdo do anticorpo a uma isoforma da
proteina ATM presente no citoplasma e/ou na membrana plasmatica celular.

Além disso, em mulheres, geralmente a marcacdo da ATM é considerada
como positiva ou negativa, avaliada pela presenca ou auséncia de expressao
(BUENO, 2012), enquanto neste estudo, foi encontrada marcacédo em todas as
amostras avaliadas, entretanto, a extensdo das células imumarcadas diferiu entre

0s quatro grupos estudados. Assim, os resultados da expressao proteica do ATM
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demonstraram que 100% das amostras de mamas normais, 46% das lesdes
benignas, 21% dos carcinomas mamarios ndo metastaticos e 9% dos carcinomas
mamarios metastaticos apresentaram imunomarcacdo superior a 75%,
evidenciando uma perda desta proteina com a agressividade da lesdo na glandula
mamaria. Enquanto, 18% das lesdes benignas, 21% dos carcinomas mamarios nao
metastaticos e 46% dos carcinomas mamarios metastaticos apresentaram
marcacao inferior a 50%. Esta diminuicdo da ATM foi altamente significativa entre
0s quatro grupos (p=0,0009).

Na avaliagdo da intensidade de imunomarcagdo da ATM verificou-se
diferenca entre o grupo 1 (intensidade moderada) e 0s outros trés grupos, 0s quais
apresentaram intensidade fraca. Esta intensidade fraca foi bastante predominante
no grupo 4, representada por 82% dos casos, apresentando uma diferenca
alatamente significativa entre o grupo 1 (p=0,0061). A diminui¢cdo de intensidade da
imunomarcacao nestes trés grupos poderia ser justificada pela perda gradual da
proteina ATM nestes grupos.

Em mulheres, a expressdao da ATM também foi associada com o grau
histologico do cancer de mama, estando a diminuicdo de sua expressado associada
com graus Il e lll (TOMMISKA et al., 2008; BUENO, 2012). No presente estudo néo
foi observada diferenca entre a expressao da proteina e o grau de malignidade do
tumor, entretanto, o nUmero de amostras analisadas foi pequeno.

Outras variaveis clinicas e histopatol6gicas foram analisadas em associa¢ao
com a expressao génica e proteica do ATM, entretanto, ndo foi observada relacao
estatistica entre elas. O pequeno numero de amostras de tecido neoplasico (30
casos) avaliado pode ter interferido nestes resultados. No entanto, Bueno (2012),
utilizou 63 amostras de carcinomas mamarios de mulheres para andlise de
expressdo génica e 926 para analise de expressao proteica do ATM e, mesmo
assim, ndo observou associacao estatistica da expressao proteica do ATM com o
tamanho tumoral, status nodal e idade das pacientes de seu estudo, fatores
sabidamente incriminados no estabelecimento do progndéstico da doenca.

Os mecanismos celulares envolvidos na baixa expressao génica e proteica
do ATM nos tumores mamarios de mulheres ainda permanecem desconhecidos
(KHANNA; CHENEVIX-TRENCH, 2004; YE et al., 2007; BUENO, 2012).
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No presente estudo néo foi observado uma correlagdo entre a analise de
expressao génica e proteica do ATM e, embora, na analise de expressdo génica
tenha sido observada uma baixa regulacdo de transcritos de ATM entre os tecidos
neoplasicos e as mamas normais (p=0,0537), na analise de expressao proteica,
esta reducao foi altamente significativa (p=0,0009).

Desse modo, a diminuicdo proteica da ATM poderia ser decorrente de um
mecanismo de regulacdo pos transcricional, como pelos microRNAs, mecanismo
também sugerido por alguns autores em analises de carcinomas mamarios de
mulheres (DI LEVA; CROCE, 2010). Os microRNAs podem estar localizados em
regides intergénicas ou em regides intronicas de genes conhecidos e, de acordo
com sua localizacdo podem ser classificados em microRNAs exdnicos presentes
em transcritos ndo codificados, microRNAs intrdnicos em transcritos né&o
codificadores e microRNAS intronicos localizados em transcritos codificadores de
proteinas (IORIO et al., 2005).

Outra hipotese seria a de que a baixa expressédo proteica do ATM estivesse
relacionada com a metilacdo bidirecional da regido promotora do ATM, segundo
sugerido por Vo et al. (2004) e Bhattacharya et al. (2012) e com a delegcao
(BHATTACHARYA et al., 2012). No entanto, outros estudos mostraram néo ocorrer
associacdo entre a metilacio do ATM e o cancer de mama em mulheres
(BRANDES et al., 2007; TREILLEUX et al., 2007; PAL et al., 2010).

No presente estudo néo foi observada correlacéo entre a baixa expressao
proteica do ATM com o tempo de sobrevida global das pacientes, como observado
no trabalho de Bueno (2012). Entretanto, a baixa expressdo desta proteina nos
tecidos neopldsicos metastaticos sugere um envolvimento deste marcador com o
estabelecimento do prognostico da doenca, assim como em mulheres. Além disso,
todas as pacientes que faleceram no decorrer deste estudo, apresentaram baixa
expressdo do ATM.

Como a avaliagdo da expressdo génica ndo é uma ferramenta pratica no
diagndstico da rotina clinica, a avaliagdo por painéis de imuno-histoquimica acaba
sendo uma boa opcédo pratica da rotina clinica (GAMA et al., 2008), assim, seria

interessante acrescentar a proteina ATM nos painéis realizados em cadelas,
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podendo ser um indicativo a mais no estabelecimento do prognoéstico desta doenca
nesta espécie.

Este estudo avaliou também o comportamento do gene TP53 na glandula
mamaria de cadelas e ndo encontrou correlacdo deste gene com o ATM nas
amostras analisadas, como citado em outros trabalhos (LAVIN, 1999; LOEHBERG
et al., 2007), também nao foi verificada correlacdo entre suas proteinas (p53 e
ATM). Mutagbes no gene TP53 em mulheres apesar de serem raras (LALLO;
EVANS, 2012) estdo associadas com um alto risco de desenvolvimento do cancer
de mama e com tumores mais agressivos, de pior prognostico (OZBUN; BUTEL,
1995; NICHOLS et al., 2001; LEE et al., 2004; BOZHANOV et al. 2010). Enquanto,
estudos em cadelas observaram a presenca de mutagédo do TP53 em 17% de 69
carcinomas mamarios, também estando associada com aumento do risco de
recidiva e 6bito pela neoplasia (SORENMO; WORLEY; GOLDSCHMIDT, 2013).

No presente estudo néo foi observada diferenca estatistica da expressao do
TP53 entre as mamas normais e os tecidos mamarios neoplasicos (carcinomas
metastaticos e nao metastaticos). Porém, quando avaliados separadamente
verificou-se um aumento da expressao do grupo 3 em relagcdo ao grupol
(p=0,0276), enquanto, entre o grupo 4 e o grupo 1, ndo houve diferencga estatistica.
Na analise de expressdo proteica, por sua vez, constatou-se uma diminuicdo da
p53 em relacdo aos carcinomas mamarios metastaticos e ndo metastaticos e as
mamas normais, p=0,0143 e p=0,0417, respectivamente.

Estudos relacionados ao TP53 sédo bastante divergentes, pois enquanto
alguns autores consideram a superexpressdao da p53 associada com um
prognostico ruim (GAMBLIN et al.,, 1997; MARTINEZ-DELGADO et al.,, 1997;
EISENBERG & KOIFMAN, 2001; LEE et al., 2004; BERTAGNOLLI et al., 2009;
TERRA 2010), outros estudos sugerem que a perda do TP53 esteja relacionada
com tumores de pior prognostico e com baixa sobrevida das pacientes (JIANG et
al., 2009).

Em mulheres, normalmente o aumento da proteina p53 esta associado com
a agressividade dos tumores (EISENBERG; KOIFMAN, 2001), enquanto a
positividade da marcacédo da p53 em tumores benignos esta relacionada com o
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aumento do risco de desenvolvimento do cancer de mama no futuro (ROHAN et al.,
1998).

Esta diminuicdo da p53 observada neste estudo poderia ser decorrente de
um outro mecanismo envolvido no processo de carcinogénese do TP53, como uma
regulacdo pos-transcricional, como sugerido ocorrer com o ATM. Assim, 0 gene
TP53 poderia atuar no processo carcinogénico do tumor de mama através de
outros mecanismos e, ndo apenas pela mutacao génica.

Uma outra hipétese seria do gene TP53 ser um gene de alta prevaléncia
familial, assim como em mulheres, nas quais mutacdes neste gene estdo presentes
em cerca de 15 a 40% dos tumores esporadicos e na linhagem germinativa de
pacientes com Sindrome de Li-Fraumeni, uma sindrome hereditaria associada ao
cancer de mama (EISENBERG; KOIFMAN, 2001; LALLO; EVANS, 2012) e, neste
estudo, foram utilizados casos esporadicos de cancer de mama em cadelas, sem
conhecimento prévio de parentesco familial.

O p53 € um marcador dificil de ser compreendido conforme observado em
outros estudos, inclusive em mulheres, por apresentar resultados conflitantes
(EISENBERG; KOIFMAN, 2001).

Outro marcador analisado neste estudo foi o VEGF, o qual € considerado
como um marcador fundamental para o crescimento tumoral e desenvolvimento de
metastases (ADAMS et al., 2000), sendo induzido pelo HIF-1 (ADAMS et al., 2000;
SAPONARO et al., 2013). A baixa regulacdo do ATM ja foi incriminada no aumento
de expressdo do HIF-1 (OUSSET et al., 2010). Entretanto, neste estudo né&o foi
observada correlacdo entre a expressao génica e proteica do VEGF com o ATM,
como indiretamente era suposto de ser encontrada e, nem com o p53, mostrando a
complexidade dos mecanismos envolvidos no processo de carcinogénese do
cancer de mama nas cadelas.

Altos niveis de RNAm do VEGF tém sido associados com carcinomas
mamarios invasivos de mulheres (ADAMS et al., 2000) quando comparado com
amostras de mamas normais ou de tumores benignos (LEE et al., 1998),
entretanto, no presente estudo ndo foi verificada diferenca estatistica entre os
niveis de transcritos com 0s quatro grupos analisados, nem entre as mamas

normais e os tecidos neoplasicos. Enquanto na andlise de expressao proteica,
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observou-se um aumento da expressao de sua proteina entre as lesbes mamarias
benignas, os carcinomas mamarios metastaticos e ndo metastaticos e as mamas
normais. A marcacao observada em todas as células foi citoplasmatica como citado
em outros trabalhos (QUEIROGA et al.,, 2011; FELICIANO; VICENTE; SILVA,
2012). Além disso, todos os tumores avaliados no presente estudo apresentaram
imunomarcacdo do VEGF, variando na extensdo das células marcadas, conforme
observado por Restucci et al. (2002) e Stragliotto et al. (2013).

Assim, 64% das amostras do grupo 4, 53% do grupo 3, 46% do grupo 2 e
25% do grupo 1 apresentaram imunomarcagao citoplasmatica superior a 75%, ou
ainda 82% do grupo 4, 74% do grupo 3 e 73% do grupo 2 apresentaram
imunomarcacéao superior a 50%, enquanto apenas 25% das amostras de mamas
normais manifestaram esta percentagem de células marcadas.

Em relacéo a intensidade da marcacao, as amostras pertencentes ao grupo
1 apresentaram intensidade fraca e as amostras dos outros trés grupos
manifestaram, predominantemente, intensidade moderada, embora
estatisticamente ndo houve diferenca entre os quatro grupos avaliados. Queiroga et
al. (2011) verificaram em seu trabalho uma marcacdo moderada a forte nas
amostras de tecidos neoplasicos.

Os resultados verificados pela andlise de expressdo proteica corroboraram
com outros estudos (SANTOS et al., 2010; FELICIANO; VICENTE; SILVA, 2012),
uma vez que tanto os tumores benignos quanto os malignos apresentaram
aumento da expressao desta proteina, enquanto Queiroga et al. (2011) e Restucci
et al. (2012) identificaram um aumento da expressao do VEGF maior nos tecidos
mamarios neoplasicos do que nos tumores benignos.

Esta alta expressdo nas amostras pertencentes ao grupo 2 poderia ser
decorrente a mudancas na homeostase deste tecido, devido a um processo
fisiologico ou patoldgico, podendo resultar na expressao de fatores estimulantes da
angiogénese (HANAHAM; FOLKMAN, 1996), como por exemplo a evolucdo destes
tumores para um processo carcinogénico, exemplificando um processo patoldgico.

Entretanto, fatores fisioldgicos também poderiam estar estimulando a
expressdo do VEGF, tanto nas lesdes benignas, quanto nos casos das mamas

normais que expressaram esta proteina. Alguns autores identificaram aumento da
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expressdo do VEGF em mamas normais, sugerindo a participacdo hormonal neste
processo (SANTOS et al., 2010), acredita-se ainda que este aumento esteja
relacionado com determinadas fases do ciclo estral (SANTOS et al.,, 2010).
Segundo Al-Dissi et al. (2010), a expressao do VEGF é considerada importante
para o crescimento da glandula maméaria durante a gestacdo e a lactacao. Além
disso, em humanos, foi sugerido uma regulacéo de esteroides sexuais pelo VEGF
(HYDER, 2006). Como as amostras de mamas normais foram obtidas durante a
eutanasia de cadelas no CCZ do Municipio de Aracatuba, nao foi possivel
determinar o histérico reprodutivo destas cadelas enquanto 50% das cadelas com
tumores benignos eram intactas.

A expressdo génica e proteica do VEGF também foram associadas com
caracteristicas clinicas e histopatolégicas das pacientes, e praticamente nao foi
observada correlacdo estatistica entre elas, sendo observado apenas aumento da
expressao proteica do VEGF associado aos carcinomas simples quando
comparados com o carcinoma complexo (p=0,0372). Santos et al. (2010) também
nao encontraram correlacdo da VEGF com os parametros clinicos nas 64 amostras
de tecidos neoplasicos avaliados. Entretanto, Al-Dissi et al. (2010) observaram uma
moderada correlacdo do VEGF com o grau histologico das neoplasias mamarias de
cadelas. Resultados contraditérios também foram observados em estudo com
mulheres, sendo que alguns autores encontraram correlacdo da VEGF com
determinados parametros clinico-histopatolégicos, enquanto outros néao
observaram esta correlacao (AL-HARRIS et al., 2008; MYLONA et al., 2007).

Estudos em tumores mamarios de cadelas sugeriram uma associacao do
aumento de expressdo do VEGF com um progndstico ruim, pela associagédo deste
aumento com o desenvolvimento de metdstases e baixo tempo de sobrevida
(RESTUCCI et al., 2002; AL-DISSI et al., 2007; DICKINSON et al., 2008; QIU et al.,
2008), assim como em mulheres (TOI et al., 1996; JIN et al., 2005; BURSTEIN et
al., 2008). Entretanto, o presente trabalho n&o conseguiu demonstrar uma
correlacdo da expressao proteica do VEGF com a sobrevida das pacientes, no
entanto, todas as pacientes que vieram a Obito no decorrer deste estudo
apresentaram alta expressao desta proteina (extensdo da marcacao celular

superior a 75%). Santos et al. (2010) também n&o observaram esta correlacdo em
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seu estudo. Todavia, este resultado pode ter sido interferido pelo niamero de

amostra analisado e pelo tempo de seguimento clinico das pacientes.
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7 CONCLUSAO

O marcador ATM apresentou comportamento semelhante ao observado na
mama de mulheres, ou seja, diminuigdo da expressao génica e proteica dos tecidos
neoplasicos em relacdo as mamas normais, sendo este o primeiro estudo
avaliando o comportamento deste marcador em neoplasias mamarias de cadelas.
Assim, acredita-se que o mecanismo deste marcador envolvido no processo de
tumorigénese do cancer de mama em cadelas seja semelhante ao mecanismo que
ocorre nas mulheres.

Enquanto o p53, apesar de ser considerado um importante fator progndstico
avaliado tanto em estudos em mulheres quanto em cadelas, sua expressao génica
e proteica demonstraram resultados bastante contraditérios, sugerindo inclusive
gue outros mecanismos pudessem estar envolvidos no processo de carcinogénese
do tumor de mama em cadelas além da mutag&o génica.

A proteina VEGF esteve aumentada nos tecidos neoplasicos e inclusive nos
casos que apresentaram piores prognosticos e, assim como o ATM, também pode
ser considerada um marcador auxiliar no estabelecimento do prognéstico desta
enfermidade.

O método de imuno-histoquimica para estes marcadores avaliados mostrou
ser um exame pratico, uma vez que permitiu o fornecimento de informacdes

complementares ao estadiamento clinico e as variaveis clinico-histopatolégicas.
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APENDICE A - Localizacdo das metastases caracterizadas no grupo 4.

Tabela 1A. Caracterizagdo das pacientes pertencentes ao grupo 4 quanto
ao tipo e grau histolégico, localizacdo da metastase, ocorréncia
de 6bito e tempo de sobrevida global.

LOCALIZACAO

TIPQ GRAU DA OBITO SOBREVIDA
HISTOLOGICO HISTOLOGICO METASTASE GLOBAL
Ca tubular 1 Pulméo, figado e Nao 10 meses
baco
Ca tubular | Linfonodo Nao 15 meses
inguinal
Ca tumor misto | Linfonodo Sim 9 meses
inguinal e
pulméo
Ca anaplasico Il Linfonodo Sim 1 dia
inguinal e
adrenal
Ca tumor misto | Linfonodo Nao 9 meses
inguinal
Ca tubular I Baco e figado Sim 11 meses
Ca micropapilar 1 Linfonodo N&o 9 meses
inguinal e
cutanea
Ca anaplasico Il Linfonodo Sim 1 dia
inguinal e
pulméo
Ca complexo I Linfonodo N&o 19 meses
inguinal
Ca tubular com [l Pulméao Sim 2 meses
areas solidas
Ca tubular Il Linfonodo axilar Nao 16 meses

Ca= carcinoma
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