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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo caracterizar a expressao das
proteinas BRCA2 e RAD51 em carcinoma prostatico canino, bem como
compara-la com tecidos prostaticos normais, por meio de técnicas
histopatologicas e imuno-histoquimicas. Foram utilizadas 29 amostras de
prostata canina, incluindo 10 tecidos normais e 19 casos de carcinoma
prostatico, processadas em formalina e incluidas em parafina. A confirmacao
diagndstica e a classificacao histopatoldgica foram realizadas em cortes corados
por Hematoxilina e Eosina. Posteriormente, as amostras foram submetidas a

imuno-histoquimica utilizando anticorpos especificos para BRCA2 e RAD51.

A analise imuno-histoquimica foi realizada por microscopia Optica, com
registro fotogréafico de campos representativos e avaliacao da area de marcacao
e do numero de células imunopositivas. A expressao proteica foi comparada
entre tecidos neoplasicos e ndo neoplasicos, sendo os dados submetidos a
analise estatistica descritiva e inferencial. Os resultados demonstraram
diferencas na expressdao de BRCA2 e RADS51 entre os grupos estudados,
sugerindo participacdo dessas proteinas na biologia do carcinoma prostéatico

canino.

O estudo reforca o potencial dessas proteinas como marcadores
moleculares associados ao reparo de DNA e a carcinogénese prostatica em
cées, contribuindo para a compreensdo dos mecanismos tumorais e possiveis

aplicacdes diagndsticas e prognadsticas.

Palavras chaves: Carcinoma prostatico canino; BRCA2; RAD51; oncologia;

recombinacdo homologa



l.Introducéo

O céancer de prostata € o terceiro tipo de cancer mais frequente em homens em
todo o mundo e esta se tornando a neoplasia maligna ndo cutdanea mais comum que 0s
afeta (Siegel et al., 2019). Segundo relatos, mais de 40% dos homens idosos
apresentavam cancer de préstata ao serem autopsiados. No entanto, menos de 9% dos
individuos terdo um tumor prostatico detectado em vida ou morrerdo em decorréncia

dessa neoplasia (Landis et al., 1999).

Entre as espécies mamiferas, a ocorréncia espontanea de carcinoma prostatico
(CP) foi relatada em caes (Nascente et al., 2022). O CP é comumente observado em
cées idosos, com idade média ao diagnostico de dez anos (Cornell et al., 2000). O
adenocarcinoma prostético e o carcinoma urotelial (de células transicionais) sédo os tipos
mais comuns, originando-se dos 4cinos prostaticos e da uretra, respectivamente (Smith
et al., 2008).

Embora a prevaléncia de carcinoma prostatico em cées seja baixa, inferior a 0,6%
em estudos de necropsia (Weaver, 1981), esse tumor apresenta diversas caracteristicas
semelhantes as observadas em humanos (Waters et al., 1996). Assim como nhos
humanos, o cancer de préstata ocorre com maior frequéncia em caes idosos, sendo
comum a extensdo tumoral para além da préstata, bem como a ocorréncia de metastases

pulmonares e 6sseas (Bell et al., 1991; Leav & Ling, 1968).

Os diagnésticos de neoplasia prostatica sdao muito menos frequentes em céaes
(0,35%) do que em humanos (Lloyd et al., 2015; Schrank & Romagnoli, 2020; Weaver,
1981). Essa discrepancia pode estar relacionada a diversos fatores, como a falta de
deteccdo precoce de casos subclinicos, a dificuldade na realizacdo de biépsias em
animais assintomaticos e possiveis erros diagnosticos, especialmente quando
metastases avancadas na coluna lombar e/ou pelve se manifestam como dor nos

membros posteriores e ataxia (Leav & Ling, 1968; LeRoy & Northrup, 2009).

O diagnostico em caes baseia-se, principalmente, nos sinais clinicos. Uma

préstata aumentada, complexa e irregular a palpacao retal € o achado mais comum.



Linfonodos aumentados na regido sublombar também podem estar presentes. Além
disso, uma massa pode ser palpada caudalmente a bexiga caso o tumor tenha se
estendido para a cavidade abdominal. Uma bexiga dolorosa, distendida e firme pode

indicar obstrucao uretral (Bell et al., 1991; Cornell et al., 2000).

O CP canino apresenta diversas caracteristicas histolégicas importantes para o
diagnostico e compreensdo da biologia tumoral. Muitos desses padrbes também sao
observados na préstata humana, incluindo fibroplasia mucinosa, metaplasia escamosa e

invasao perineural e linfatica (Bell et al., 1991; Humphrey, 2007; Palmieri et al., 2014).

As caracteristicas histologicas tipicas incluem a destruicdo da arquitetura
glandular. A invasao linfatica e vascular é frequentemente observada (Palmieri et al.,
2019), estando associada a neoplasias agressivas e pouco diferenciadas, com
metastases para figado, pulmdes e, especialmente, ossos (Laufer-Amorim et al., 2019).
O carcinoma prostatico canino apresenta elevada heterogeneidade morfolégica, com
diferenciacéo glandular variavel, o que dificulta sua classificagé@o histopatologica (Cornell
et al., 2000; Lai et al., 2008).

Existem informacdes limitadas sobre métodos eficazes de tratamento para o CP
canino, uma vez que a doenca apresenta prognéstico reservado e poucos avanc¢os foram
alcancados no seu manejo (Gibson & Culp, 2024). Os objetivos do tratamento sdo, em
geral, paliativos, visando aliviar os sinais clinicos e retardar a progressdo da doenca,
preservando a qualidade de vida do animal (Bennett et al., 2018; Ravicini et al., 2018).
Um aumento na sobrevida foi observado em cdes submetidos a prostatectomia
associada ao uso adjuvante de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e/ou
guimioterapia (Bennett et al., 2018).

A castracao, seja quimica ou cirargica, promove atrofia e involugdo apenas das
por¢cdes ndo neoplasicas da prostata (Johnston et al., 2000). O uso de AINEs e/ou
guimioterapia pode aumentar o tempo médio de sobrevida; no entanto, o progndéstico

permanece desfavoravel, com sobrevida média de aproximadamente 106 dias (Ravicini



et al., 2018). O carcinoma prostéatico espontaneo € uma doenca multifatorial e complexa,
associada a altas taxas de morbidade e mortalidade (Barbieri et al., 2012a).

Dessa forma, o diagndéstico definitivo requer uma abordagem abrangente,
incluindo exame fisico, exames de imagem, avaliagdo citopatoldégica e analise
histopatoldgica. As opcbes terapéuticas incluem abordagens locais, como
prostatectomia e radioterapia, além de terapias sistémicas; contudo, os resultados em
termos de sobrevida ainda séo insatisfatorios (Gibson & Culp, 2024). Diferentemente dos
humanos, os cdes geralmente sdo diagnosticados em estagios avancados da doencga, 0
gue contribui para o prognostico desfavoravel e a curta sobrevida (Nascente et al., 2022).
A auséncia de métodos eficazes de triagem e a limitacdo de terapias baseadas em
mecanismos andrégeno-dependentes contribuem para esse cenario (Christensen et al.,
2019).

A caracterizacdo genémica do cancer de préstata € complexa (Barbieri et al.,
2012Db). A identificacdo de perfis gendmicos dos subtipos tumorais tem aprimorado a
capacidade de prever a resposta ao tratamento e o prognéstico clinico (Schoenborn et
al., 2013). Avancos na biologia molecular possibilitaram o estudo de oncogenes e genes
supressores tumorais, consolidando essa area como central na compreensdo da
carcinogénese. Esses avancos também permitiram a identificacdo de genes e proteinas

como potenciais marcadores biolégicos (Kumar et al., 2018).

Os genes BRCAl1 e BRCA2 regulam a expressdao da RAD51, uma proteina
essencial nos mecanismos de reparo de danos ao DNA (Venkitaraman, 2002). A proteina
BRCAZ2 participa da recombina¢gdo homdéloga, interagindo com a recombinase RAD51
por meio das repeticbes BRC (Roy et al., 2012). Os niveis de expressdo da RAD51
podem atuar como moduladores importantes em contextos de deficiéncia de BRCA2
(Brown & Holt, 2009).

Mutacdes em BRCAL/2 estdo associadas ao aumento do risco de cancer de
mama e ovario em mulheres (Kuchenbaecker et al., 2017; Miki et al., 1994). Em homens,

essas mutacdes também foram relacionadas a melanomas, cancer de pancreas e cancer



de prostata (Castro et al., 2013; Holter et al.,, 2015; Wong et al., 2019). Mutac¢fes
germinativas em BRCA2 conferem maior risco para cancer de préstata em comparagao
as mutacbes em BRCAL (Edwards et al., 2003; Kote-Jarai et al., 2011).

A expressdo alterada da RADS51, tanto aumentada quanto reduzida, esta
associada a pior prognostico em cancer de mama humano, sendo considerada um
potencial marcador tumoral (Maacke et al., 2000). Seu papel na carcinogénese de
tumores mamarios caninos ainda nao estd completamente elucidado (Nieto et al., 2003),
embora ja tenha sido demonstrado aumento de sua expressao em carcinomas mamarios
(Lisby et al., 2003).

Em melanomas metastaticos humanos, observa-se regulagéo positiva da RAD51
(Makino et al., 2020). Em osteossarcoma humano, sua superexpressdo tem sido
associada a resisténcia terapéutica, sugerindo que o silenciamento desse gene possa
representar uma estratégia terapéutica promissora (Du et al., 2011). Assim, a RAD51 é
considerada um alvo potencial no tratamento de diversos tipos de cancer, motivando o

desenvolvimento de novos inibidores e estudos clinicos futuros (Takai et al., 2011).

O principal objetivo deste estudo é caracterizar a expressao das proteinas BRCA2
e RAD51 em amostras de carcinoma prostatico canino por meio de técnicas imuno-
histoquimicas. Essas expressfes serdo comparadas as de prostatas caninas nédo
afetadas, com o intuito de avaliar seu potencial como marcadores preditivos. Espera-se
gue essa abordagem contribua para uma melhor compreenséao das alteraces genéticas
envolvidas e suas associa¢cfes com a agressividade tumoral. Além disso, o estudo busca
aprofundar a caracterizacdo do papel do gene BRCA2 no carcinoma prostatico canino,
contribuindo para o desenvolvimento de estratégias diagndsticas e progndsticas mais

eficazes.
2.0bjetivos

O presente estudo tem como objetivo principal caracterizar a expressao das

proteinas BRCA2 e RAD51 em amostras de carcinoma prostatico canino, por meio da



técnica de imuno-histoquimica, visando contribuir para a compreensao dos mecanismos

moleculares envolvidos na carcinogénese prostatica nessa espécie.

Para isso, busca-se inicialmente confirmar o diagndstico das amostras por meio
de avaliacdo histopatolégica, bem como realizar a classificacdo dos tumores de acordo
com critérios estabelecidos na literatura. Além disso, pretende-se analisar
comparativamente tecidos prostaticos neoplasicos e ndo neoplasicos, a fim de identificar

possiveis diferengas na expressao dessas proteinas.

No ambito da analise imuno-histoquimica, o estudo tem como objetivo avaliar a
presenca e a intensidade da imunomarcacdo para BRCA2 e RAD51, bem como
determinar a localizacdo celular dessa expressdo (membrana, citoplasma ou nucleo).
Adicionalmente, busca-se quantificar a proporcdo de células imunopositivas nas

amostras analisadas.

Por fim, pretende-se realizar analise estatistica dos dados obtidos, comparando a
expressdo das proteinas entre os grupos estudados, com o intuito de investigar o
potencial de BRCA2 e RAD51 como possiveis marcadores preditivos no carcinoma

prostatico canino e sua associacdo com alteracdes neoplasicas.
3. Materiais e Métodos
3.1. Coleta de amostras de carcinoma prostéatico canino

Foram utilizadas 17 amostras fixadas em formalina a 10% e incluidas em parafina.
Para confirmacdo diagndstica, cortes histolégicos com espessura de 3 um foram
realizados em microtomo automatico (Leica 2155, Wetzlar, Alemanha) e, apos
desparafinizacdo, as laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (Merk,
Darmstadt, Alemanha) para posterior analise em microscopio de luz (Leica, Wetzlar,
Alemanha). A classificacdo histopatologica dos tumores foi realizada de acordo com os

critérios estabelecidos por Palmieri et al. (2019).



Amostras prostaticas com lesfes foram obtidas de 10 animais, fixadas em
formalina, processadas para histopatologia e incluidas em parafina. As andlises foram
conduzidas com base nas caracteristicas histologicas das amostras com epitélio

glandular normal.
3.2. Imuno-histoquimica

As amostras foram fixadas em formalina tamponada a 10%, desidratadas,
incluidas em parafina e seccionadas a uma espessura de 3 um. Os cortes foram
montados em laminas eletricamente carregadas (Sigma, cédigo A-3648), desparafinados
em xilol e reidratados por meio de gradientes alcodlicos. A recuperacao antigénica foi
realizada em tampaéo citrato 10 mM, em banho-maria a 95 °C por 50 minutos, mantendo-

se as laminas em temperatura ambiente no mesmo tampao apdés esse periodo.

ApoOs lavagem em agua corrente por 10 minutos e enxague em agua destilada,
bloqueou-se a peroxidase enddégena com solucédo de peréxido de hidrogénio (H,0,) a
30% diluida em metanol (50 mL de H,O, + 50 mL de metanol), por 30 minutos. As
laminas foram entéo lavadas em tampé&o TRIS (pH 7,4) e incubadas com os anticorpos
primarios BRCA2 policlonal (Bio-Rad, EUA) e RAD51 policlonal (Invitrogen, EUA), em
camara umida, por 60 minutos a temperatura ambiente. Ambos os anticorpos foram

utilizados na diluicédo 1:500.

Em seguida, as laminas foram lavadas em TRIS por 5 minutos e incubadas com
o sistema polimerizado EnVision™ FLEX/HRP (Dako, EUA), também em camara umida,
por 1 hora a temperatura ambiente. O desenvolvimento da reacéo foi realizado com 3,3'-
diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB — Sigma, 5637, EUA), em tampéao Tris-HCI.
Apbs esse procedimento, as laminas foram lavadas, contracoradas com hematoxilina,
desidratadas em concentragfes crescentes de alcool e xilol, e montadas com

Permount™.

Utilizaram-se amostras de testiculo canino em parafina (FFPE) como controle

positivo. Para o controle negativo, as laminas foram incubadas com soro de coelho.



Andlise imuno-histoquimica dos tecidos

As amostras foram analisadas quanto a area e a quantidade de células
imunopositivas para os anticorpos anti-BRCA2 e anti-RAD51. A imunomarcacao foi
avaliada conforme a localizacao da expressédo (membrana, citoplasma ou nucleo), sendo

categorizada como expressao positiva ou negativa.
3.3. Andlises estatisticas

Foi realizada analise descritiva dos resultados, com apresentacdo dos dados em
meédia, quartis e desvio padrdo. Para avaliar estatisticamente o numero de células
positivas entre as amostras de prostata normal e as acometidas, utilizou-se teste ndo

paramétrico.

4 Resultados

Um total de 27 amostras prostaticas de caes foram avaliadas histologicamente,
sendo o diagnoéstico de carcinoma prostético realizado com base nos critérios descritos
por Palmieri et al. (2014) para esse tipo de neoplasia em c&es. Animais sem lesdes
prostaticas foram utilizados como grupo controle (n = 10). As amostras diagnosticadas
com carcinoma prostatico (n = 17) foram separadas e submetidas a anélise imuno-

histoquimica visando a marcac¢éo das proteinas BRCA2 e RAD51.

Para a proteina BRCA2, o numero mediano de células imunopositivas foi de 6.478
nas amostras com carcinoma prostatico, em comparacdo com 81,5 na préostata normal
(P < 0,0001). Para a proteina RAD51, observou-se uma mediana de 7.089 células nas
amostras com carcinoma prostéatico e 923 células nas amostras da prostata normal (P <
0,0001).

Com relacdo a porcentagem da area afetada, foi aplicado um teste paramétrico.
As meédias e desvios padrdo para as amostras normais e com carcinoma prostatico
foram, respectivamente: BRCA2: 0,1638 + 0,287 (normal) e 1,25 + 7,968 (carcinoma) (P
<0,0001) e RAD51: 2,177 + 3,419 (normal) e 12,02 + 8,177 (carcinoma) (P < 0,0001).



Tabela 1. Andlises descritiva, teste de Mann-Whitney e teste t para avaliagdo do

namero de células positivas nas amostras de préstata normal e com carcinoma.

Variavel | Grupo | Percentil | Mediana | Percentil | Média+ | P-valor
25% 75% DP
Numero |BRCA2 |24,25 81,5 239 < 0,0001
de (Normal)
células
positiva
S
BRCA2 |4031 6478 9628
(Carcino
ma)
RAD51 91 923,5 2706 < 0,0001
(Normal)
RADS51 4437 7089 9621
(Carcino
ma)
Area (%) | BRCA2 0,1638 + | <0,0001
de 0,287
células (normal)
positiva 1,25+
s 7,968
(carcino
ma)
RAD51 2,177+ | <0,0001
3,419
(normal)
12,02 +
8,177
(carcino
ma)

Figura 1. Gréaficos de Mann-Whitney para BRCA2 e RAD51.




Table 1. Descriptive, Mann-Whitney and t-test statistical analyses evaluated the results

regarding the number of positive cells in the samples between the normal prostate and

the affected tissue.

Mormal Prostatic

F
Prostate (n=10) carcinoma (n=17)
= 25% Percentil 24.25 4031
-;E BRCAZ Median B81.5 56478
Rl | 75% Percentil 239 SE28 <0.0
= 3 5% Percentil o1 4437
§ RADS1  Median 9235 7089 =0.0
= T5% Percentil 2706 SE21
= 3 e BRCAZ Mean and sd 0.1638+0.287 1.25+7 . 968 =0.0
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Figure 1. Graphs images of Mann-Whitney statistics for BRCAZ (1) and RADS1
(2).
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Figura 2. Graficos das imagens das estatisticas do teste t para BRCA2 (1) e RAD51
(2).



A andlise da correlacdo entre 0s grupos amostrais e as proteinas BRCA2 e RAD51
revelou diferencas significativas no perfil de expressao entre os tecidos normais e 0s
acometidos por carcinoma prostatico. Nas amostras de prostata normal, observou-se
uma maior quantidade de células imunopositivas para RAD51 em comparacdo a BRCA2,
embora haja correlacdo estatistica ndo significativa (R2 = 0,213; P = 0,554). Em
contrapartida, nas amostras de carcinoma prostético, a expressdo de RAD51 também
superou a de BRCA2, com uma correlagcdo mais robusta e estatisticamente significativa
(R2=10,786; P =0,00123). Esses achados reforcam o potencial da proteina RAD51 como
um marcador mais sensivel na diferenciacao entre tecido prostatico normal e neoplasico,

especialmente em contextos de alta agressividade tumoral.

Figura 3. Correlacéo entre a Expressdo de BRCA2 e RAD51 nos Grupos de Préstata
Normal e Carcinoma Prostético

1.0 Correlagdo entre Expressao de RAD51 e BRCA2 nos Grupos Amostrais

R? = 0.786
P =0.00123

0.8

0.6

0.4

Rz =0.213
P = 0.55400

Coeficiente de Determinagao (R?)

0.2

0.0

Préstata Normal Carcinoma Prostatico

5.Discussao

A analise da correlacéo entre os grupos amostrais e as proteinas BRCA2 e RAD51
revelou diferencas significativas no perfil de expressao entre os tecidos normais e 0s
acometidos por carcinoma prostatico. Nas amostras de préstata normal, observou-se

uma maior quantidade de células imunopositivas para RAD51 em comparacdo a BRCA2,



embora com correlacdo estatistica ndo significativa (R2 = 0,213; P = 0,554). Em
contrapartida, nas amostras de carcinoma prostético, a expressdo de RAD51 também
superou a de BRCA2, com uma correlacdo mais robusta e estatisticamente significativa
(R2=10,786; P =0,00123). Esses achados reforcam o potencial da proteina RAD51 como
um marcador mais sensivel na diferenciacao entre tecido prostatico normal e neoplasico,

especialmente em contextos de alta agressividade tumoral.

Este estudo caracterizou a expressdo das proteinas BRCA2 e RAD51 em amostras
de carcinoma prostatico canino utilizando técnicas de imuno-histoquimica. A diferenca
nos valores medianos entre os dois grupos foi significativa e estatisticamente relevante,
permitindo afirmar que, nos tecidos acometidos por carcinoma prostatico, as células

apresentam maior imunorreatividade para BRCA2 e RAD51.

Além disso, a diferenca observada nas médias entre os grupos reforca a possibilidade
de um aumento na porcentagem da area afetada nas amostras diagnosticadas
histologicamente com carcinoma prostéatico. A distincdo observada entre as expressdes
dessas proteinas nas préstatas caninas ndo acometidas permite sugerir BRCA2 e

RAD51 como alvos preditivos para esta neoplasia.

Nossos achados sdo compativeis com o0s resultados observados em cancer de
préstata humano, nos quais ja € conhecida a associacao entre mutacdes em BRCA e o
aumento do risco para o desenvolvimento da doenca. O aumento da expressao dessas
proteinas em tecidos com carcinoma prostatico, observado neste estudo, fortalece a
hipotese de que essas mutacdes também estejam presentes em caes (Castro et al.,
2013; Holter et al., 2015; Wong et al., 2019; Edwards et al., 2003; Kote-Jarai et al., 2011).

As correlagdes entre 0s grupos amostrais e as proteinas estudadas (BRCA2 e
RAD51) demonstraram que, em amostras de prostata normal, houve maior numero de
células imunopositivas para RAD51 em comparacdo a BRCA2. Padrao semelhante foi
observado nas amostras com carcinoma prostatico, com maior nimero de células
positivas para RAD51 do que para BRCA2. Tal resultado pode ser explicado pelo efeito
modulador da RAD51 sobre o gendtipo deficiente em BRCA2, conforme ja descrito na



literatura (Roy et al., 2012). Acredita-se, de forma geral, que a RAD51 pode compensar,
ao menos parcialmente, algumas anormalidades do gene BRCA2 (Brown & Holt, 2009).

Dessa forma, este estudo permitiu a caracterizagcdo e avaliagdo da expressédo do
gene BRCAZ2 no carcinoma prostatico canino, abrindo caminho para o estabelecimento
de alvos preditivos por meio de técnicas imuno-histoquimicas. Acreditamos que nossa
abordagem possibilitou antecipar e oferecer uma compreensdo abrangente sobre

variacdes genéticas e suas associa¢gdes com tumores prostaticos e sua malignidade.
5.1. Concluséo

Os achados deste estudo demonstram que as proteinas BRCA2 e RAD51
apresentam expressdo significativamente aumentada em tecidos prostaticos caninos
acometidos por carcinoma, em comparacdo com tecidos prostaticos normais. Atraves da
imunohistoquimica, foi possivel identificar padrbes distintos de marcacdo que
corroboram a participagdo dessas proteinas nos mecanismos de instabilidade genémica
associados a oncogénese prostéatica. A correlacao positiva observada entre a expressao
de RAD51 e a presenca de carcinoma, inclusive em maior magnitude que BRCA2,
sugere um possivel papel compensatorio da RAD51 frente a disfuncdo de BRCA2,
conforme descrito em modelos humanos. Esses dados reforcam a aplicabilidade do c&o
como modelo translacional em oncologia comparada e sustentam o potencial de BRCA2
e RAD51 como biomarcadores moleculares e alvos terapéuticos no carcinoma prostatico
canino. Estudos adicionais sao necessarios para elucidar os mecanismos regulatorios
envolvidos e para avaliar a aplicabilidade clinica desses marcadores em abordagens
diagndésticas e prognosticas futuras.

6. Orientacbes

Durante o periodo de realizacdo do pos-doutorado na FMVZ/UNESP — Botucatu,
foram desenvolvidas atividades na area de Oncologia Molecular, vinculadas ao projeto
intitulado “Characterizing RAD51 and BRCAZ2 Protein Expression in Prostatic Carcinoma

in Canine: A Comprehensive Study”, proposto para esta etapa de pesquisa.



As atividades experimentais foram conduzidas no laboratorio coordenado pela
Professora Dra. Renée Laufer-Amorim. Inicialmente, foram selecionadas amostras de
tecidos prostaticos caninos normais e com carcinoma, seguidas da revisdo
histopatoldgica das laminas correspondentes. A partir dessas amostras, foram
confeccionados novos cortes histoldgicos para realizagdo de imunomarcacgédo de duas
proteinas-chave envolvidas no reparo de DNA: BRCA2 e RAD51.

A imunomarcacao dessas proteinas teve como objetivo identificar e quantificar sua
expressao tecidual, permitindo inferir a atividade funcional dos respectivos genes nos
processos de manutencéo da estabilidade genémica. O gene RAD51 e seus homologos
sdo reconhecidos como reguladores centrais da fidelidade genémica, com participacao
essencial no reparo de quebras de fita dupla de DNA, no estresse replicativo e em
eventos meibticos. Trata-se de uma ATPase que forma filamentos nucleoproteicos em
DNA de fita simples, promovendo a busca e invasédo de sequéncias homdlogas, etapa
fundamental para o reparo preciso do DNA. Ja os genes da familia BRCA, envolvidos na
via de recombinacdo homoéloga, atuam de forma complementar, sendo que mutacdes

nesses genes comprometem a funcionalidade desse sistema de reparo.

Foram incluidas no estudo 10 amostras de préstata canina normal e 19 amostras de
carcinoma prostatico canino. Cada lamina foi analisada em microscopia Optica, com
registro fotografico de trés campos distintos por amostra. Em cada imagem, foram
avaliados o numero de células imunomarcadas e a area total de positividade para cada

uma das proteinas.

Com os dados obtidos, foram realizadas andlises estatisticas que permitiram
comparacdes quantitativas entre tecidos normais e neoplasicos, tanto em relacdo a area
imunomarcada quanto ao numero de células positivas. Parte dos resultados foi
apresentada na forma de pdOster no congresso internacional 67th Annual Meeting of the
American Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians (AAVLD), em 2024.



Todas as etapas experimentais e analises estatisticas foram devidamente
concluidas. O estudo encontra-se atualmente em fase de redacdo para submissédo a

periodico cientifico internacional.

Além das atividades diretamente relacionadas ao projeto de pds-doutorado, houve
participacdo ativa em outras iniciativas académicas e cientificas do grupo de pesquisa
da Professora Renée. Foram prestados apoio a projetos desenvolvidos por alunos de
residéncia em Patologia Veterinaria, com colaboracéo na leitura e discussao de laminas
histolégicas conforme os critérios estabelecidos pelo American College of Veterinary
Pathologists. Também houve contribuicdo em atividades didaticas, incluindo auxilio a

docentes em aulas praticas e outras demandas do departamento.



