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RESUMO

O cancer de mama representa a mais comum das neoplasias no sexo feminino,
respondendo por 22% dos novos casos de cancer a cada ano. As neoplasias mamarias
sdo ainda mais frequentes na espécie canina, representando aproximadamente 52% de
todas as neoplasias nas cadelas. A identificacdo de agentes terapéuticos que possam
ser utilizados no tratamento alternativo para este tipo tumoral tém se revelado
extremamente Gtil. A melatonina, um horménio natural, parece exercer efeito oncostatico
em diferentes tipos de neoplasias. Considera-se como provavel mecanismo de acao,
sua interacdo com receptores estrogénicos e com os receptores MT1 e MT2 das células
epiteliais, inibindo a proliferacdo das células neoplasicas. Dessa forma, o objetivo deste
estudo foi avaliar o potencial valor terapéutico da melatonina em linhagens de cancer de
mama e em tumores mamarios caninos estrégeno-positivo e estrogeno-negativo, além
de relacionar sua acdo com a expressao dos receptores MT1 e MT2. A identificacdo de
tumores mamarios estrogeno-positivo e negativo foi realizada por meio de imuno-
histoquimica e a expresséo dos genes MT1 e MT2 nas amostras foi analisada por PCR
em tempo real. As células cultivadas, provenientes dos tumores e das linhagens MCF-7
e MDA-MB-231 foram tratadas com melatonina e a viabilidade celular foi analisada pelo
ensaio MTT. Observou-se 40% de reducéo na viabilidade celular nos tumores RE+ e
RE- quando tratados, respectivamente, com 1mM

e 10mM de melatonina (p<0,05). Além disso, os tumores RE+ apresentaram alta
expressao dos receptores de melatonina MT1 e MT2 quando comparados aos tumores
RE-. Com relacdo as linhagens, a linhagem MCF-7 (RE+) reduziu em 63% a viabilidade
celular quando tratada com 10mM de melatonina (p<0,05) e para a linhagem MDA-MB-
23 (RE-), esta mesma concentracdo reduziu 50% (p<0,05). Os resultados permitem
concluir que a melatonina reduziu a viabilidade das células neoplasicas, sendo mais
eficaz para tumores RE+, definindo seu potencial uso terapéutico no tratamento do

cancer.

Palavras-chave: Melatonina. Imuno-histoquimica. Cultura celular. PCR em tempo real.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer in women, accounting for 22% of new cancer
cases each year. The mammary neoplasias are also common in canine species,
representing about 52% of all cancers in female dogs. The identification of therapeutic
agents that can be used as an alternative treatment for this tumor type has proven to be
extremely useful. Melatonin, a natural hormone, can exercise oncostatic effects in
several types of neoplasias. It is considered as a probable mechanism of action, their
interaction with estrogenic receptors and with MT1 and MT2 receptors of the epithelial
cells by inhibiting the proliferation of neoplastic cells. In this context, the objective of this
study was to evaluate the potential therapeutic value of melatonin in breast cancer cell
lines and canine mammary tumors estrogen-positive and estrogen-negative, also
establishing relationship of its action to the MT1 and MT2 receptor. Identification of
canine mammary tumors ER+ and negative was performed by immunohistochemistry
and gene expression MT1 and MT2 in the samples was analyzed by real-time PCR. Cells
cultured from the tumors and cell lines MCF-7 and MDA-MB-231 were treated with
melatonin and cell viability was analyzed by MTT assay. We observed 40% reduction in
cell viability in ER+ tumors and ER- when treated, respectively, with 1mM and 10mM
melatonin (p <0.05). Furthermore, the ER+ tumors showed high expression of melatonin
receptors MT1 and MT2 when compared to ER- tumors. Regarding cell lines, the cell line
MCF-7 (ER+) showed 63% reduction in cell viability when treated with 10mM of
melatonin (p <0.05) for the cell line MDA-MB-23 (ER-), this same concentration reduced
50% cell viability (p <0.05). The results suggest that melatonin decreases the viability of
neoplastic cells, being more effective for RE-positive tumors, defining its therapeutic

potential use in cancer treatment.

Keywords: Melatonin. Immunohistochemistry. Cell culture. Real-time PCR.
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I.  INTRODUCAO

O cancer de mama representa a mais comum das neoplasias no sexo feminino,
respondendo por 22% dos novos casos de cancer a cada ano (INCA, 2012). A
Organizacdo Mundial da Saude estima que, por ano, ocorram mais de 1.050.000 casos
novos de cancer de mama em todo o mundo.

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

As neoplasias mamérias sdo também frequentes na espécie canina,
representando aproximadamente 52% de todas as neoplasias no céo, sendo a principal
causa de mortalidade e morbidade nestas espécies (MacEWEN, 1990; SORENMO,
1998; ZUCCARI, 2001; QUEIROGA & LOPES, 2002; ZUCCARI et al., 2008;
MANUALLI, 2012). A espécie canina, de fato, € a que apresenta espontaneamente, a
maior incidéncia de neoplasias mamarias dentre todos os mamiferos e, quando
comparada a mulher, apresenta trés vezes mais tumores mamarios (BRODEY et al.,
1983).

Devido as muitas semelhancas compartilhadas por humanos e cées, os tumores
mamarios em cadelas prestam-se como modelos apropriados ao estudo da biologia do
cancer (SCHNEIDER et al., 1970; MOTTOLESE et al., 1994; PHILLIPS et. al., 2010),
assim como para testes de agentes terapéuticos, ja que estes animais tém tumores com
caracteristicas epidemioldgicas e clinicas, bem como o comportamento bioldgico
semelhantes aos carcinomas de mama em mulheres (MacEWEN, 1990; PELETEIRO,
1994; ANDRADE et al.,, 2010). Além disso, os tumores de mama em cadelas
constituem um desafio para clinicos e, principalmente, para patologistas, uma vez que a
nomenclatura e classificacdo desses tumores tém se revelado muito dificeis e
controversas, impossibilitando ha muito tempo, estudos comparativos entre 0s
resultados de investigacdo reportados por diferentes pesquisadores (BRODEY et al.,
1983; QUEIROGA & LOPES, 2002). Seres humanos e cées também compartilham



uma resposta semelhante a cirurgia e a esquemas de quimioterapia (PHILLIPS et al.,
2010).

As condutas preventivas para tratamento destas neoplasias em mulheres ndo séo
efetivas devido a variabilidade dos fatores de risco e as caracteristicas genéticas
herdadas relacionadas a sua etiologia (SNOUSSI et al., 2006). Além disso, alguns
aspectos ja estdo bem estabelecidos no desenvolvimento da neoplasia mamaria em cées:
cdes de raca tém duas vezes mais chances de desenvolverem tumores mamarios, a
auséncia de receptores de estrégeno e progesterona e 0 uso de contraceptivos, além de
dieta imprépria e idade avancada que aumentam as chances de desenvolver a neoplasia.
Por outro lado, sabe-se que a castracdo antes do primeiro cio reduz o risco em até 90%,
no entanto, o problema maior é a negligéncia dos proprietarios, que sé levam o animal
ao especialista quando o nodulo ja tem grande diametro, diminuindo as chances de
tratamento e cura (QUEIROGA & LOPES, 2002).

Pesquisas recentes demonstram crescente variedade de marcadores moleculares
que podem ser utilizados em conjunto com os marcadores morfolégicos e
histopatoldgicos presentes nos tumores. Isso reflete em avaliacdo mais precisa do
prognostico, além de ampliar as estratégias futuras no tratamento do carcinoma
mamério (GONZALEZ-ANGULO et al., 2007; HICKS & KULKARNI, 2008;
GRALOW et al., 2008; DUFFY et al., 2010).

Atualmente, o estudo da expressdao imuno-histoquimica de marcadores
prognosticos e preditivos do cancer de mama tem se revelado importante ferramenta de
trabalho na rotina diagnostica e de pesquisa. Neste campo, a disponibilidade de
anticorpos monoclonais que reagem com antigenos associados aos tumores de mama
estd se expandindo progressivamente e, dessa forma, vem permitindo que se conheca
melhor a biologia da referida neoplasia, oferecendo, com isso uma avaliagdo mais
precisa do prognostico, diagndstico e tratamento dessa classe tumoral (BODEY, 2002;
HUANG et al., 2009).

Muitos marcadores imuno-histoquimicos foram propostos e hoje ja esta
estabelecido um perfil imuno-histoquimico para utilizagdo na rotina clinica de pacientes
com cancer de mama. Este painel compreende 0s receptores hormonais de estrégeno e
progesterona, o oncogene HER-2/neu, o marcador de proliferacdo celular Ki-67 e o
supressor tumoral p53 (ZUCCARI et al., 2008).



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

O status dos receptores hormonais, receptor de estrogeno (RE) e receptor de
progesterona (RP) e do receptor do fator de crescimento epidermal 2 (HER-2/neu) séo
fatores prognosticos e preditivos incorporados a rotina clinica e permitem que se
estabeleca um tratamento individualizado na paciente com cancer de mama (HSIAO et
al., 2010). O alvo da terapia adjuvante para o cancer de mama é guiado em grande parte,
pelo status dos RE, RP e HER-2/neu.

A positividade para 0 RE em tumores mamarios correlaciona-se com melhor
progndstico e maior capacidade de resposta a terapia (YUAN et al., 2002).

Chekhun e colaboradores (2009) afirmam que os tumores RE, RP negativos
caracterizam um pior curso da doenca, devido a relacdo positiva com metastase e com a
menor sobrevida das pacientes. Carcinomas luminais [(RE+) (RP+) (HER-2/neu-)]
estdo associados com melhor progndstico e respondem a terapéutica com
antiestrogénicos, e carcinomas que superexpressam o HER-2/neu, apresentam boas
respostas a drogas que blogueiam a atividade dessa proteina, como é o caso do
anticorpo monoclonal trastuzumab (BASU et al., 2008).

O oncogene HER-2/neu tem sido mundialmente estudado dentro do contexto das
neoplasias mamarias, ja que a sua amplificacdo ocorre principalmente nessa classe
tumoral (VAN DE VIJVER et al., 2000). Expresso em cerca de 10 a 20% dos casos de
carcinomas de mama, o HER-2/neu tem correlagdo com menor sobrevida,
especialmente em pacientes com metastases axilares. De um modo geral, assume-se que
pacientes com expressao de HER-2/neu, especialmente no grupo com metastases em
linfonodos, tém um progndstico pior (ZUCCARI et al., 2008).

A proteina Ki-67, desde a sua descoberta no inicio de 1980, vem sendo muito
utilizada como marcador de proliferacdo do cancer particularmente linfomas, cancer de
mama, enddcrino e no cérebro. Esta proteina pode ser detectada durante todas as fases
ativas do ciclo celular, mas esta ausente nas células em repouso (LUPORSI et al.,
2012).

O supressor tumoral p53 age como um fator de transcricdo de diferentes vias de
sinalizacdo induzidas por estresse. Esta proteina pode ser distinguida em dois grupos
principais. Aqueles que mediam a iniciagdo e a manutengéo dos “checkpoints” do ciclo
celular, e os que conduzem a apoptose (HOPKER & REINHARDT, 2013).



Esses dados mostram a importancia da expressdo de um ou mais
imunomarcadores como uma informacdo util, e muitas vezes conclusiva, na préatica
clinica (THOMAS & BERNER, 2000), permitindo que estratégias de tratamento sejam
definidas de maneira mais eficaz e com menor toxicidade (GONZALEZ-ANGULO et
al., 2007; HICKS & KULKARNI, 2008; DUFFY et al., 2010).

Neste sentido, a identificacdo de agentes terapéuticos que possam interagir com
marcadores especificos e inibir a progressdao do tumor tém se revelado potencialmente
atil. A melatonina, um horménio natural, parece exercer um papel importante na
inibicdo do crescimento tumoral (MAGANHIN et al., 2008; LUCHETTI et al., 2010).

1. Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um neurohorménio pertencente ao
grupo das indolaminas, € uma molécula altamente conservada ao longo da cadeia
evolutiva, apresentando funcdes decorrentes de sua producdo noturna em todos 0s
grupos de seres vivos, desde organismos unicelulares até o homem (TAMURA, 2009).

Este hormonio é produzido na glandula pineal e secretado na corrente sanguinea
(WANG et al., 2012). A glandula pineal é considerada o principal 6rgdo produtor de
melatonina, mas diversos outros tecidos ou células, incluindo os macrofagos e
monacitos, possuem a capacidade de produzi-la (WANG et al., 2012).

A melatonina encontra-se presente em todos os vertebrados e também em
tecidos vegetais (CAPITELLI, 2007). Conforme Claustrat e colaboradores (2005) os
niveis desta substancia nas folhas, sementes e frutos sdo baixos, entretanto consistem
em uma importante fonte de suplemento de melatonina.

A melatonina é sintetizada a partir do aminoacido triptofano que € capturado da
circulacdo e transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) através da acdo da enzima
triptofano hidroxilase 1 (TPH1), cuja atividade estd aumentada em duas vezes na fase
escuro. O 5-HTP, dexcarboxilado pela enzima 5-HTP descarboxilase, gera a serotonina,
gue € metabolizada durante a fase de escuro a N-acetilserotonina (NAS) pela acdo da
enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT). Posteriormente a NAS ¢€
utilizada como substrato para a enzima hidroxi-indol-O-metiltransferase (HIOMT)
dando como produto final a melatonina (TAMURA, 2009).

Devido ao seu pequeno tamanho e natureza anfifilica, a melatonina ndo é

estocada nos pinealdcitos. Imediatamente ap6s a sua sintese, atravessa os capilares dos
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pinealdcitos e atinge facilmente todos os compartimentos celulares e subcelulares
(KORF et al., 1998; PARADIES et al., 2010).

A sintese de melatonina € passivel de controle pela luz, sendo exclusivamente
durante a noite e quase nenhuma sintese no periodo diurno (DANIELCZYK &
DZIEGIEL, 2009; HISSA et al., 2008; MUHLBAUER et al., 2012).

A producdo aumentada de melatonina durante a noite se deve a inducdo da
enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT). Esta enzima ndo é induzida
guando a luz esta presente sobre a retina, portanto, a luz durante a noite (LAN) atenua a
producdo de melatonina (KACZOR, 2010). A sua sintese € iniciada por sinais neurais
que informam a falta de iluminacédo sobre a retina. Um pico de luz leva a degradacéo da
AA-NAT pelo proteassoma e inibe a transcri¢do do gene aa-nat (TAMURA, 2009).

Além disso, as concentracfes séricas da melatonina variam consideravelmente
de acordo com a idade. Ela € maxima nos primeiros anos de vida, caindo imediatamente
na puberdade e tornando-se minima com a idade avancada. Dessa forma, a melatonina
tem um importante papel na determinagdo das modificagdes fisioldgicas associadas ao
ciclo de vida (crescimento, amadurecimento e envelhecimento) (HISSA et al., 2008).

Esse horménio influencia o ritmo de varios processos fisiologicos durante a
noite: a digestdo torna-se mais lenta, a temperatura corporal cai, o ritmo cardiaco e a
pressdo sanguinea diminuem e o sistema imunologico é estimulado (MAGANHIN et
al., 2008).

1.1. Melatonina e Cancer

As primeiras correlagdes entre a pineal e 0 combate ao cancer datam do final do
século XIX, quando alguns médicos ja ofereciam extratos de pineal a seus pacientes
oncologicos (NETO & SCALDAFERRI et al., 2005). A partir de 1981, surgiram 0s
primeiros indicios de que a melatonina poderia ser Util no tratamento oncolégico através
de estudos com o cancer de mama (NETO & SCALDAFERRI et al., 2005).

Mais recentemente, descobriu-se que o0 horménio possui propriedades
modulatorias do citoesqueleto e oncostaticas capazes de inibir a invasividade de células
cancerosas (ORTIZ-LOPEZ et al., 2009) e o crescimento tumoral in vitro e in vivo
(LUCHETTI et al., 2010). Um mecanismo proposto foi a capacidade da melatonina em
inibir os hormdnios precursores da producdo ovariana de estradiol, reduzindo assim, a

resposta mitogénica das células em tumores de mama estrégeno dependentes (NETO &



SCALDAFERRI, 2004). Posteriormente, outros estudos utilizando células neoplésicas
de mama da linhagem MCF-7 (receptor de estrégeno positiva), confirmaram a
propriedade antiestrogénica da melatonina (SANCHEZ-BARCELO et al. 2005;
RAVINDRA et al. 2006). Devido a regulacéo da expressao dos receptores de estrogeno,
da modulagdo de enzimas envolvidas na sintese local de estrogénios e da virtual
auséncia de contra-indicacdes, a melatonina pode ser um excelente coadjuvante as
drogas comumente usadas para a prevencdo do cancer de mama (antiestrogénios e
antiaromatases) (SANCHEZ-BARCELO et al., 2012).

A partir dessa constatacao, diversos mecanismos de acdo dos efeitos oncostaticos
e oncoprotetores da melatonina tém sido propostos ndo sé no cancer de mama como
também no céncer de prostata, de pele, de figado, de rim, entre outros (JUNG &
AHMAD, 2006; MARTIN et al., 2006; OPREA-ILIES et al., 2013; VIJAYALAXMI et
al., 2002).

Sugere-se que a melatonina pode exercer efeito inibitério na atividade da enzima
aromatase no tecido mamario neoplasico (SANCHEZ-BARCELO et al. 2005) além de
inibir a atividade da enzima telomerase (NETO & SCALDAFERRI, 2004), aumentar a
imunidade local (LUCHETTI et al. 2010) e a expressao de genes supressores tumorais
(ROTH et al. 1997; MEDIAVILLA et al. 1999).

Este hormonio é considerado também um detoxificador de uma variedade de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio, bem como um antioxidante de largo
espectro, estimulando vérias enzimas antioxidantes (RAVINDRA et al., 2006). A
melatonina protege células de danos oxidativos, melhorando a capacidade de reparo ao
DNA (LIU et al., 2013). Ainda, tem influéncia na producéao de fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), atuando sobre o microambiente tumoral reduzindo a
angiogénese (ALVAREZ-GARCIA et al., 2012) e atua também sobre a COX-2
modulando a inflamacao e inibindo a proliferacdo celular (WANG et al., 2012).

Além disso, sugere-se que a melatonina interage com receptores estrogénicos
nas celulas epiteliais, aumentando a imunidade local, controlando a ativagdo de células
T, B, NK e a liberagdo de citocinas (HARDELAND et al., 2006; NETO &
SCALDAFERRI, 2005). Ainda, tem sido descrito seu efeito neuroprotetor em estudos
com animais e proposta sua utilizacdo na diminuicdo das reacdes adversas da

quimioterapia, que inclui a neuropatia (NAHLEH et al., 2010).



1.2. Receptores de melatonina

Além dos mecanismos citados acima, a melatonina exerce alguns dos seus
efeitos fisiologicos através de receptores de membrana. Estes receptores séo
encontrados associados a proteina G, e sdo classificados de acordo com suas
caracteristicas farmacologicas, em MellA, MellB e MellC. Os subtipos MellA e
MellB, agora denominados MT1 e MT2, respectivamente, foram identificados em
humanos. O subtipo MT3 parece estar relacionado a enzima quinona redutase, embora
sua funcio permaneca desconhecida (GARCIA-NAVARRO et al., 2007).

Nos mamiferos, os receptores de melatonina podem ser encontrados nas células
do cérebro e de alguns 6rgéos periféricos, no entanto, ha uma variacdo consideravel na
densidade e localizacdo da expressdo dos receptores de melatonina entre as espécies
(MORGAN et al., 1994).

O subtipo MT1 pode ser encontrado na glandula pituitaria e no nicleo
supraquiasmatico do hipotalamo, e esta envolvido na modulagdo do ritmo circadiano e
constricdo de vasos cardiacos (CAPITELLI, 2007). Além disso, o MT1 é formado por
350 aminoécidos e se liga a diversas proteinas G, incluindo Gig, Giw, Gagqs Gaus, Gals
que mediam a ativacdo de fosfolipase Cp (PLC-B) e inibicdo da enzima adenilato
ciclase, resultando em resposta inibitoria sobre a cascata de sinalizacdo mediada pelo
AMPc, diminuindo a atividade da proteina quinase A (PKA) e a fosforilacdo de CREB
(elemento de ligagéo responsivo ao AMPc) (CAPITELLI, 2007).

O subtipo MT2 estd presente principalmente na retina, mas também pode ser
encontrado no cerebelo, rim, ovario, vasos cardiacos e células cancerosas e encontra-se
envolvido na fisiologia da retina, modulagdo do ritmo circadiano, dilatacdo de vasos
cardiacos e resposta inflamatoria na microcirculacdo. Além disso, este receptor esta
relacionado a inibicdo da enzima adenilato ciclase e guanilato ciclase, inibindo a
formacdo de AMPc e GMPc, repectivamente (CAPITELLI, 2007; SUGDEN et al.,
2004).

Receptores de melatonina também estdo presentes em neutréfilos, mondcitos e
linfocitos e varios estudos relatam a acdo desse hormdnio nas atividades
imunomoduladoras autocrinas e paracrinas (CARRILLO-VICO et al., 2004), com acéo
sobre a linfoproliferacdo, ativacdo, migracdo e producdo de citocinas por linfécitos
humanos (PEDROSA et al., 2010). Essa vasta distribuicdo destes receptores pode ser



um fator que contribua para a diversidade de respostas geradas pela melatonina
(CAPITELLLI, 2007).

A melatonina exerce sua acdo oncostatica ao se ligar aos receptores MT1 e MT2,
inibindo a proliferacdo de células cancerigenas (BLASK et al., 2011).

Um estudo in vitro com células de cancer de colon HCT116 e com células de
cancer de mama MCF-7, confirmam que as atividade anti-cancer da melatonina,
incluindo a resposta a danos causados ao DNA e inibicdo da proliferacdo celular, sdo
mediadas pela ativagdo dos receptores de melatonina MT1 e MT2 (SANTORO et al.,
2013).

Além disso, ha evidéncias da existéncia de receptores nucleares, tais como as
variantes de splicing a, b e d dos RORa e RORJ (receptores érfaos de acido retindico),
com 0s quais a melatonina poderia interagir e modificar a atividade de enzimas
citoplasmaticas (HARDELAND et al., 2012; MAGANHIN et al., 2008).

E evidente que muito do efeito inibitorio da melatonina sobre a proliferacio das
células do cancer de mama ocorre pela sua ligacdo aos receptores MT1 e MT2 (LAI et
al., 2009). Assim, a melatonina e seus receptores podem conduzir a um caminho
promissor para estabelecer novas préaticas terapéuticas no cancer de mama e na literatura
ndo ha relatos que relacionem tumores mamarios caninos com receptores de melatonina
(DANIELCZYK & DZIEGIEL, 2009).



1. OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivo verificar a eficacia do tratamento com melatonina
nas linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 conhecidas por serem
estrégeno-positiva e estrdgeno-negativa respectivamente. Além disso, foi avaliada em
cultivo primario de neoplasias mamarias de cadelas estr6geno-positivo e estrégeno-
negativo, a acdo terapéutica da melatonina e sua relacdo com os receptores MT1 e
MT?2.

Especificamente:

e Verificar por imuno-histoquimica, a expressdo do receptor de estrégeno em tumores

de mama de cadelas, a fim de compara-los com a resposta celular a melatonina;

e Auvaliar por PCR em tempo real, a expressdo dos genes MT1 e MT2 em neoplasias
mamarias caninas, a fim de comparar a expressao desses receptores com a resposta

celular a melatonina;

e Auvaliar por MTT, a viabilidade celular das linhagens celulares de cancer de mama e
do cultivo celular primario de diferentes neoplasias de mama de cadela, tratadas ou nédo

com melatonina.
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I1l. MATERIAL E METODOS

1. Consideracdes éticas

O presente estudo ndo acarretou riscos fisicos as cadelas selecionadas, uma vez
que foram utilizados fragmentos tumorais de descarte do exame histopatologico. Os
proprietarios foram informados dos objetivos da pesquisa (Anexo A). O médico
veterinario responsavel preencheu a ficha clinica do animal (Anexo B) e os dados foram
plotados em tabela para posterior correlacdo. O projeto foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto -
FAMERP (Protocolo n° 001-005222/2010).

2. Caracterizacdo das amostras

2.1. Parametros clinicos

Foram coletados fragmentos tumorais de 30 cadelas atendidas nas clinicas
veterinarias de S&o Jose do Rio Preto e regido durante os anos de 2011 e 2012, destes
fragmentos, apenas 10 foram viaveis para o estudo.

Os fragmentos tumorais foram coletados para realizacdo da técnica de imuno-
histoquimica, cultivo celular, PCR em tempo real e diagndstico histopatoldgico, e estes
foram classificados de acordo com Misdorp et al. (1999) pela AFIP (Armed Forces
Institute of Pathology). Os parametros usados para estadiamento clinico estdo de acordo
com o sistema TNM (tamanho, envolvimento linfonodal, metastase) estabelecido pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para tumores mamarios caninos (CASSALI et
al., 2010, modificado).

As cadelas foram avaliadas de acordo com as caracteristicas fisicas (idade e
raca), patolégicas (tempo de evolucdo tumoral — periodo relacionado ao aparecimento
tumoral até a excisdo cirdrgica, namero de nodulos, tamanho tumoral, grau histolégico,
envolvimento linfonodal, estadiamento clinico, ulceracdo e vascularizacdo) e com a
evolucdo clinica (ocorréncia de metastase, recidiva e oObito). Com relagdo ao
estadiamento clinico (TNM) (OWEN, 1980) foi estabelecido o tamanho tumoral (T) -
T1: < 3cm - T2: entre 3 e 5¢cm - T3: > 5¢m; 0 envolvimento linfonodal (N) - NO: sem
envolvimento aparente - N1: envolvimento unilateral - N2: envolvimento bilateral e

presenca de metastase a distancia (M) - MO: sem metastases evidentes - M1: metastase a
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distancia incluindo linfonodos ndo regionais, sendo classificados como I, 1, 111 ou IV de
acordo com a extensdo tumoral e estabelecimento do prognostico.

A existéncia de recorréncia tumoral e metastases, no momento da cirurgia, foram
descritas e 0 acompanhamento permitiu a determinagdo do tempo de sobrevida e o
tempo livre da doenca (tempo para a deteccdo de metéstases e/ou recorréncia).

2.2. Parametros histopatolégicos

Das 10 cadelas com idade variando de sete a 13 anos, cinco (50%) tinham mais que
dez anos de idade. Houve prevaléncia de tumores malignos, representados por: dois
(20%) carcinomas em tumor misto, quatro (40%) carcinomas tabulo-papilares, um
carcinossarcoma (10%) e um carcinoma in situ (10%). As alteragcdes benignas foram
representadas por um (10%) tumor misto benigno e uma (10%) displasia de alto grau.
Com relagé@o ao tamanho tumoral, dois (20%) apresentaram classificagdo T1, um (10%)
T2 e sete cadelas (70%) com classificacdo T3. Em relacdo ao envolvimento linfonodal,
oito (80%) cadelas ndo apresentaram envolvimento e dois (20%) apresentaram
linfonodo regional comprometido. Nove cadelas (90%) ndo apresentaram metastase no
momento da cirurgia, enquanto uma (10%) apresentou metastase pulmonar. Trés (30%)
cadelas tiveram tempo de evolucgéo de até seis meses e sete (70%) maior que seis meses.
Duas (20%) cadelas incluidas no grupo ja haviam sido operadas anteriormente e,
portanto, o tumor retirado era recidiva. Quanto ao aspecto tumoral: nove (90%) tumores
ndo apresentavam ulceragdo, enquanto um (10%) apresentou ulceracdo. A caracteristica
de vascularizacdo tumoral foi observada em todos os tumores, sendo que trés (30%)
apresentaram vascularizacdo abundante e sete (70%) vascularizacdo moderada. Nesse
estudo, dois (20%) tumores foram classificados com estadiamento clinico I, um (10%)
com estadiamento clinico Il, seis (60%) tumores com estadiamento clinico Il e um
(10%) com estadiamento clinico V. Dentre as 10 cadelas do estudo, uma (10%) veio a
Obito (Tabela 1).
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3. Processamento das amostras

No momento da cirurgia foram coletados fragmentos tumorais, que foram
armazenados em tubos estéreis tipo Falcon, contendo: (1) formol 10% para posterior
preparacdo histopatoldgica e avaliagdo imuno-histoquimica, (2) solucdo estabilizadora
de RNA — RNAlater, para realizacdo do PCR em tempo real e (3) meio de transporte,

para cultivo celular.

4. Estudo imuno-histoquimico

4.1. Preparacdo dos fragmentos tumorais e confec¢cdo das laminas

Apbs a retirada do tumor, o preparo das laminas envolveu as etapas de:
Fixacgdo: formol 10% seguido de alcool 70%; inclusdo: pela desidratagdo em etanol
com aumento progressivo da concentracdo, diafanizagdo: xilol por 1 hora cada e
impregnacdo: parafina.

Os fragmentos tumorais incluidos em parafina foram cortados para obter cortes
histol6gicos de 3 um de espessura.

As laminas passaram pelo processo de desparafinizagdo em xilol, seguida por
hidratacdo em alcool absoluto I, 1l e Ill finalizando com seis mergulhos em agua
corrente. Para a coloracdo de ndcleo as laminas foram mergulhadas em Hematoxilina
por 4 a 6 minutos e foram lavadas em agua corrente (seis mergulhos). Em seguida as
laminas foram mergulhadas rapidamente em alcool 70%, lavadas com agua corrente por
10 minutos e submetidas a seis mergulhos em alcool 80%. Para a coloracdo de
citoplasma as laminas permaneceram 30 segundos no corante Eosina. Em seguida o
tecido foi desidratado em alcool 95% (seis mergulhos) e alcool absoluto I e Il (seis
mergulhos em cada) e clarificados em Xilol I, Il e Il (seis mergulhos em cada)

finalizando com a montagem das laminas.

4.2. Procedimento imuno-histoquimico

Os cortes do tecido emblocado foram preparados em laminas previamente
silanizadas e em seguida desparafinizados em xilol, reidratados em alcool em grau
decrescente e incubadas com 3% de perdxido de hidrogénio por 30 minutos para o

bloqueio da peroxidase endogena.
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A recuperacdo antigénica foi realizada na panela a vapor com Tampéo Citrato
pH6' para cada anticorpo por 35 minutos, em seguida as laminas foram encobertas por
soro fetal bovino (SFB)? e incubadas com o anticorpo primério (Tabela 2).

Apos o periodo de incubacdo, as ldminas foram lavadas com solucdo esteril
(PBS)? por 15 minutos e incubadas com anticorpo secundario por 20 minutos e terciario
por 10 minutos (Kit STARR TREK Universal HRP Detection — Medical Biocare®),
seguido de lavagem com PBS por 15 minutos. A revelacdo foi feita com substrato
cromogeno DAB (Medical Biocare®) de 2 a 5 minutos e a contra-coloragdo com
hematoxilina de Harrys por 40 segundos. Montagem em meio Erv-mont (Erviegas). Os
controles negativos da reacdo foram obtidos com omissdo do anticorpo primério e 0s
tecidos de rim humano e tumor de mama humano foram utilizados como controle

positivo da reacdo de acordo com a bula dos anticorpos primarios.

Tabela 2. Especificacfes dos anticorpos primarios utilizados no procedimento imuno-

histoquimico.
Anticorpo Especificidade Clone  Diluicédo Marca
RE Monoclonal (mouse) 1D5 1:150 Santa Cruz
RP Monoclonal (rabbit) SP42 1:400 Abcam
Her2/neu Policlonal (rabbit) C-18 1:800 Santa Cruz
Ki-67 Monoclonal (rabbit) SP6 1:200 Biocare Medical
P53 Monoclonal (mouse)  FPS392 1:100 Santa Cruz

4.3. Quantificacdo da marcacdo Imuno-histoquimica

As laminas foram fotografadas e as enzimas quantificadas pelo software ImageJ
no aumento de 40X do microscopio Nikon Eclipse E200. Para cada amostra, foram
selecionadas trés regides do tecido tumoral e 20 pontos das células tumorais foram
marcados em cada regido. Assim foram analisados 60 pontos diferentes de cada
amostra, obtendo a médiada intensidade relativa de imunorreatividade. Os valores

foram obtidos em unidades arbitrarias (u.a.) e a densidade optica média (M.O.D. Mean

123 0s protocolos de preparo das solugdes estdo descritos no Apéndice A.
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Optical Density) mostrou a intensidade da imunocoloracdo especificamente nas
areas imunorreativas.

Para o receptor de estrégeno (RE), os casos foram considerados positivos
quando mais de 10% das ceélulas tumorais apresentaram marcacdo nuclear e
citoplasmatica (L1 et al. 2010).

4.4. Correlacdo entre a expressdo dos marcadores prognoésticos

com as caracteristicas clinicas e patologicas das cadelas

O painel de marcadores prognosticos classicos, analisado pela expressdo imuno-
histoquimica do receptor de estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP), HER-2 neu,
p53 e o marcador de proliferacdo celular, Ki-67, foi previamente realizado para todas as
cadelas (Figura 1).

Cinco dos 10 (50%) tumores avaliados foram positivos para o0 RE, com
imunomarcacdo evidente no citoplasma das células neoplasicas (Figura 1). A
imunomarcacao do RP foi citoplasmatica, e do Ki-67 e p53 foi evidente no nucleo das
células neopléasicas enquanto o Her2/neu apresentou marcacdo de membrana nas células

neoplasicas (Figura 1).
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Figura 1: Fotomicrografia de procedimento imuno-histoquimico demonstrando a
marcacdo dos anticorpos em tumor mamario de cadela. Nikon Eclipse E200, 40X. A.
Imuno-coloracdo do RE (Displasia de alto grau). B. Imuno-coloracdo do Her2/neu
(Carcinoma in situ). C. Imuno-coloragdo do p53 (Carcinoma in situ). D. Imuno-

coloracéo do Ki-67 (Carcinossarcoma). E. Imuno-coloracdo do RP (Carcinoma tubulo-

papilar).

Esses marcadores foram comparados com as caracteristicas clinicas e

patologicas e com a evolucdo clinica das cadelas, no entanto, ndo houve correlacdo
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clinica entre a expressdo do Receptor de Estrdgeno (RE), Receptor de progesterona

(RP), Her2/neu, Ki-67 e P53 com as caracteristicas clinicas e patologicas das cadelas

como idade, tempo de evolucdo, ulceracdo, vascularizacdo, localizacdo tumoral,

censura, metastase, tamanho tumoral e comprometimento de linfonodos (p>0,05).

Todos os fatores clinicos e patolégicos estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Distribuicdo das cadelas de acordo com as caracteristicas clinico-patoldgicas

e comparagdo da média da densitometria Optica referente a expressao protéica de RE,
RP, Ki-67, p53 e Her2/neu.

Fatores Clinicos e NUmero Receptor de Receptor de _
Patolégicos de estrogeno progesterona Ki-67 P53 Her2/neu
cadelas (RE) (RP)

Idade

> 10 anos 5(50%) 160.9+8.033 1455+4.925 139.3+10.22 150.3+4.821 172.9+13.41
< 10 anos 5(50%) 143.6+10.99 152.5+8585 149.8+9.514 163.4+9.276 153.3+16.36

p 0,2394 0,5022 0,4749 0,2456 0,3823

Tempo de Evolugdo
Até 6 meses 3(30%) 153.2+16.73 149.7+5.772 154.1+5.850 154.5+10.49 157.3+30.12
Mais que 6 meses 7(70%) 151.8+8.121 148.7+£6.687 140.5+9.228 157.8+6.779 165.6 +10.14
p 0,9333 0,9308 0,3895 0,7927 0,7405
Estadiamento Clinico

lell 3(30%) 155.0+11.71 150.0+9.801 145.6+9.474 156.8+11.97 186.1 +18.53
lelV 7(70%) 151.0+9.254 1485+5.974 1441+9.296 156.8+6.464 153.3+11.53
p 0,8099 0,8967 0,9246 0,9999 0,1627
Localizagéo tumoral

Maltiplos 6 (60%) 150.5+9.426 1435+7.169 138.3+10.70 155.7+7.431 159.2 +10.69
Unicos 4 (40%) 154.8+12.05 157.3+2559 154.0+3.443 158.5+8.844 169.0+22.80
p 0,7816 0,1704 0,2827 0,8134 0,6712
Vascularizagéo
Abundante 3(30%) 158.7+12.99 140.8+6.279 148.0+11.18 157.3+8.680 165.5+15.46
Moderada 7(70%) 149.4+8.811 1525+6.087 143.1+8.959 156.6+7.174 162.1+14.18
p 0,5766 0,2904 0,76 0,9583 0,89

Valores apresentados em unidade arbitraria (u.a.) referentes a densidade Optica média

(D.O.M.).
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5. Cultivo celular

5.1. Cultura primaria de neoplasias mamarias de cadelas

Inicialmente, todas as solugdes foram retiradas da geladeira e colocadas em
banho-maria até atingirem a temperatura de 37°C. Para toda a rotina foram seguidos
criteriosamente os procedimentos de antissepsia da capela e das pipetas com alcool 70%
e luz ultravioleta.

Em placa de petri, os fragmentos tumorais foram lavados em PBS contendo 1%
de Penicilina/Estreptomicina, trés vezes por 10 minutos cada. Em seguida, os tumores
foram cortados com laminas de bisturi, obtendo-se fragmentos menores denominados
explantes. Estes explantes foram colocados em garrafas de poliestireno com filtro, com
0 auxilio de seringas de 1 mL. Sobre cada explante adicionou-se uma gota de meio de
cultura e em seguida a garrafa foi acondicionada de forma invertida por 24 horas em
estufa a 37°C. Apos esse periodo as garrafas foram colocadas na posi¢do normal e nos
dias seguintes acrescentou-se meio de cultura, aumentando o volume inicial até que o
meio fosse suficiente para cobrir totalmente os explantes (BOTELHO, C. F., 2009). As
células tumorais mamarias de cadelas foram cultivadas em estufa a 37°C na presenca de
5% de CO, em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Médium)
suplementado com 20% de Soro Fetal Bovino, 1% de Penicilina/Estreptomicina/
Fungizona, 200ul de hidrocortisona e 10ul EGF (Fator de Crescimento Epidermal).
Quando as células atingiram 80-100% de confluéncia, foram submetidas a
imunocitoquimica para confirmagdo da origem epitelial e apds esta etapa, as células
foram transferidas para a placa de 96 pocos, para avaliagdo da viabilidade celular

através do ensaio MTT ap0és os tratamentos com melatonina.

5.2. Linhagem celular de cAncer de mama

As células procedentes das linhagens tumorais de cancer de mama humano,
MCF-7 (receptor de estrogeno positivo) e MDA-MB-231 (receptor de estrogeno
negativo) foram cultivadas em estufa a 37°C e 5% de CO,, em meio de cultura DMEM
(E) e DMEM com alta concentracdo de glicose, respectivamente, suplementados com
10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de Penicilina/Estreptomicina. Quando as celulas

apresentaram 80-100% de confluéncia, foram transferidas para a placa de 96 pocos para
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a realizacdo do tratamento com melatonina e posterior avaliagcdo da viabilidade celular

pelo ensaio MTT.
5.3. Manutencdo das células in vitro

O meio de cultura foi substituido a cada trés dias para estimular o crescimento

das células, oferecendo meio nutritivo e evitando o crescimento de contaminantes.
5.4. Tripsinizagéo

A tripsinizacdo é uma etapa necessaria para a passagem das células para as
placas de 96 pocos e para outras garrafas para a realizagdo dos procedimentos
posteriores.

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

frascos de cultivo especificos e estas retornaram para estufa a 37°C.

5.5. Imunocitoquimica da cultura celular

As células da cultura primaria foram submetidas a imunocitoquimica para
confirmagéo da origem epitelial, com o anticorpo anti-citoqueratina. Inicialmente as
células em cultivo foram transferidas para uma lamina com garrafa acoplada, onde foi
adicionado o meio de cultura e incubadas em estufa a 37° C durante 24 horas.

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

A recuperagéo antigénica foi realizada na panela a vapor a 95°C com tampéo citrato
por 35min. Em seguida, as células foram encobertas com soro fetal bovino (SFB) por 30
min e incubadas a 4°C por 24 horas com o anticorpo primario monoclonal anti-

citoqueratina (Diluicdo 1:150, Dako) para marcacdo de células epiteliais. Apds essa
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etapa seguiram-se as mesmas etapas descritas anteriormente no procedimento
imunohistoquimico (Pagina 16).
A imunocitoquimica demonstrou que as celulas epiteliais estavam presentes

(positivo para citoqueratina) (Figura 2).

Figura 2: Fotomicrografia de cultivo celular de neoplasia mamaria de cadelas

demonstrando imunomarcacao positiva para citoqueratina.

5.6. Contagem e plaqueamento das células

Antes de iniciar o tratamento com melatonina, realizou-se a contagem das
células e essas foram transferidas para placa de 96 pocos. Para a transferéncia das
células, todo o meio foi retirado da garrafa de cultura T-75 e adicionou-se 2 mL de
tripsina por 3 minutos. Em seguida, a tripsina foi inativada com 4 mL de meio de
cultura e o contetdo transferido para um tubo de 15 mL e centrifugado a 3000 rpm por
5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 10 mL de meio
de cultura. Dessa solucdo, retirou-se 10 pL, aos quais foram adicionados 80 pL de meio
de cultura e 10 pL do corante Azul de Tripan para realizar a contagem das células na
camara de Neubauer. A contagem foi realizada nos quatro quadrantes laterais externos,

e o resultado colocado na férmula abaixo:

X=n° de células contadas em cada quadrante x 10* x Fator de diluicio

Total de quadrantes contados
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Em seguida, calculou-se, a quantidade de células a ser colocada na placa de 96
pocos com 0,3 cm? por poco. O tratamento das células foi iniciado 24 horas ap6s o

plagueamento.

5.7. Grupos e tratamentos

Para o ensaio MTT, foram plaqueadas 1X10° células/poco e estas foram tratadas
com diferentes concentragbes de melatonina (Sigma®) (0,5mM, 1mM, 2mM, 5mM,
10mM). A melatonina foi diluida em etanol a 0,05% com uma concentragdo inicial de
50mM, e entdo diluida nas cinco concentracGes. As células foram divididas em dois
grupos: Um grupo foi utilizado como controle contendo apenas as células e 0 meio de
cultura (Grupo 1) e 0 outro grupo tratado com diferentes concentragdes de melatonina

(Grupo I1). Os tratamentos foram realizados em triplicatas, com duracéo de 24 horas.
5.8. Ensaio MTT

A viabilidade celular foi analisada por meio do ensaio colorimétrico MTT
(3{4,5- dimetiliazol-2-il}-2,5difeniltetrazolium bromideo) para avaliar as diferentes
concentragdes de melatonina.

Inicialmente, as solucBes utilizadas para os tratamentos das células foram
descartadas e adicionou-se 100 puL de meio de cultura em cada po¢o. Posteriormente,
foram adicionados a cada poco 10 pL de solu¢cdo MTT 12 nM do Vibrant MTT Cell
Proliferation Assay Kit (Invitrogen Life Technologies) e a placa foi incubada por 4
horas a 37°C. Em seguida, foram removidos 50 pL do sobrenadante de cada poco e 0s
cristais de formazan dissolvidos em 50 pL de dimetilsulfoxido 100% (DMSO). A placa
foi entdo incubada novamente a 37°C por 10 minutos e as amostras misturadas antes da
realizacdo da leitura da absorbancia determinada pelo leitor ELISA (Thermo Plate) sob
comprimento de onda 540 nm.

A viabilidade celular relativa (%) de cada amostra foi calculada a partir da média
dos valores de absorbancia das triplicatas. Para o valor obtido no grupo controle (sem
tratamento) foi atribuido 100% de viabilidade celular. Nos outros grupos o resultado foi

calculado a partir da diferenca em relacdo ao grupo controle.
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6. Procedimento de biologia molecular

6.1. Extracdo do RNA total das amostras

O fragmento tumoral armazenado em tubo de polipropileno de 15 ml contendo
solucdo estabilizadora de RNA - RNAlater foi cortado manualmente com uma navalha
no tamanho de 100 mg e inserido em um tubo de polipropileno de 50 ml ja contendo
Iml do reagente Trizol. O fragmento foi triturado com macerador (Politron®), em
seguida, mais 1 ml de Trizol foi adicionado ao tubo, o resultado final de 2 ml do
reagente Trizol com o fragmento tumoral triturado foi dividido em dois tubos
eppendorfs (1 ml em cada tubo). Posteriormente, adicionou-se 0,2 ml de cloroférmio
para cada 1 ml de Trizol, homogeneizando por inversdo e mantendo a temperatura
ambiente por 3 minutos; apo6s centrifugacdo a 12.000g por 15 minutos a 4°C, a fase
aquosa foi transferida para um tubo novo contendo 0,4 ml de alcool isopropilico. Apds
15 minutos a temperatura ambiente, a amostra foi submetida a centrifugacdo por 15
minutos a 12.000g a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 1 ml de etanol
75%, centrifugando por 5 minutos a 7.500g a 4°C e descartando novamente o
sobrenadante. Os tubos foram deixados sobre papel para escorrer até secar o pellet.
Apos esta etapa, adicionou-se 30ul de &gua DEPC (Amersham®) para diluir o pellet de
RNA. A integridade e qualidade do RNA extraido foram analisadas através da
concentracdo de absorbéncia no Nanodrop 2000C (Thermo Scientific®) a 260nm e
280nm.

6.2. Obtencdo do cDNA

A obtencdo do cDNA (DNA complementar), foi realizada pela técnica de RT-

PCR (Reverse Transcriptase — Polymerase Chain Reaction). Utilizou-se o Kit High

Capacity cDNA (Applied Biosystems), calculando-se a quantidade dos reagentes

conforme o numero de amostras, sempre incluindo o volume referente as perdas que
podem ocorrer durante a transferéncia dos reagentes.

Para cada amostra foram adicionados 10 puL de RNA na concentracdo de

1ug/pul e 10 puL de Mix, obtendo-se uma solucdo com volume final de 20 pL e

concentracdo final de 100 ng de RNA. Estas foram colocadas no termociclador a 25°C

por 10 minutos; 37°C por 120 minutos e 4°C.
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6.3. Técnica de PCR quantitativo (gq-PCR): andlise da expressao

génica

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

A reacdo de gPCR foi realizada em triplicata usando o método StepOne Plus
Real Time PCR (Applied Biosystems) e TagMan Universal Master Mix (Applied
Biosystems), utilizando-se 0s iniciadores especificos para 0s genes responsaveis pela
sintese do MT1 e MT2. Os genes normalizadores RPS19 e RPL8 foram utilizados como
controles enddgenos da reacdo, pois mostraram menor variacdo de amplificacdo entre
amostras de tecido mamario neoplasico e normal, no qual foram testados também os
genes HPRT1 e RPS5.

A tabela 4 mostra as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores.

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

para avaliar a expressdo génica relativa.

Gene Sequéncia

MT1 Sense 5°- GGACTTGCACGACTAA - 3’
Antisence - 3> CCGTACGTCAATTGAC - 5°
Sonda Probe 5° - TTCGAACTGATCAT - 3’

MT2 Sense 5'- GGACTTGCACGACTAA -3
Antisense 5'- CCGTACGTCAATTGAC -3
Sonda Probe 5° - TTCGAACTGATCAT -3’

RPS19 Sense 5°- CCT TCC TCA AAAAGT CTG GG -3
Antisense 5°- GTT CTC ATC GTA GGG AGC AAG -3’
Sonda Probe 5'- CCC TGA ATG GGT GGAC - 3'

RPLS8 Sense 5'- CCA TGA ATC CTG TGG AGC -3’
Antisense 5'- GTA GAGGGTTTG CCG ATG -3

Um fator importante a ser considerado em experimentos de PCR quantitativo € a
eficiéncia de amplificacdo do gene de interesse e dos genes normalizadores, em funcao
da concentracdo de RNA utilizado. Dessa forma, é possivel extrair a expressao relativa
do gene de interesse a partir dos resultados obtidos. Para esta verificacdo, foram

realizadas dilui¢bes seriadas do pool de cDNA, sendo testadas as concentracGes 100
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pmols/pg, 10 pmols/ug, 1 pmols/ug, 0,1 pmols/ug e 0,01 pmols/ug, sendo estabelecida
a concentracao de 100 pmol/pL.

As amostras de cDNA nas concentracBes citadas foram submetidas a
amplificacdo por PCR quantitativo, sendo o teste realizado para cada gene.

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

Os valores do dlope foram padronizados refletindo uma eficiéncia de
amplificacdo entre 95% e 105%. A eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores
especificos para os genes de interesse e normalizadores foram calculadas de acordo com
a equacdo: E=10(1/slope),

Apbs a etapa de padronizacdo, foram realizadas as analises para verificar a
expressao diferencial dos genes MT1 e MT2. O valor da expressdo relativa dos genes de
interesse foi determinado pelo método de quantificacdo em relacdo a média dos genes
normalizadores (RPS19 e RPL8) utilizados como controle enddgeno. As amostras
foram testadas em triplicatas e, em todos os experimentos foram utilizados tecidos
normais para calibracdo da reacao.

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

Dessa forma, a partir dos valores do C; de cada amostra, foram calculadas as
médias das triplicatas. Posteriormente, foi calculado o AC; a partir da subtracdo da
média obtida para a sequéncia de interesse por aquela do controle endégeno. Para o
calculo do AAC;, foi utilizado tecido normal (controle) como calibrador, sendo atribuido

ao mesmo o valor de zero como resultado da subtracdo com seu proprio AC:.
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Nas amostras tumorais, o resultado do AAC; foi calculado a partir das diferencas
dos valores de AC; de cada um deles em relacdo ao calibrador. Em seguida, foi
calculado o 2-AAC;, ou seja, 0 (A-ACy)% O valor da expresséo relativa dos genes de
interesse foi determinado com auxilio do software DataAssist 3.0 (Applied Biosystem).

Os genes foram classificados como subexpresso (amostras com Log10 abaixo de

0) e superexpresso (amostras com Log10 maior que 0).

7. Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos previamente a anélise descritiva para determinagéo
da normalidade. Para amostras com distribuicdo normal foi utilizada a Analise de
Variancia (ANOVA), seguida de teste de Bonferroni. Foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis para amostras com distribuicdo ndo normal. Para todos os testes, p<0.05 foi
considerado significante. Foram utilizados o software GraphPad Prism4 e DataAssist
3.0 (Applied Biosystem).
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IV. RESULTADOS

1. Cultivo celular

As células da cultura primaria de tumor de mama de cadelas demoraram de 5 a
10 dias para se soltarem do fragmento tumoral fixado na garrafa e apresentaram 80-
100% de confluéncia em 15 dias (Figura 3).

Ja as células da linhagem MDA-MB-231 atingiram 80-100% de confluéncia em
3 a 5 dias (Figura 3) e as células da linhagem MCF-7 apresentaram 80% de confluéncia

em 5-6 dias (Figura 3).

Figura 3: Fotomicrografia de cultivo primério de células tumorais de mama de cadela e
de cultivo celular das linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-23. (A) Cultivo
celular priméario demonstrando as células se soltando do fragmento tumoral fixado na
garrafa. (B) Células primarias aderidas na garrafa T-75 demonstrando 80-100% de
confluéncia (400X). (C) Células MDA-MB-231 aderidas na garrafa T-75 demonstrando
80 - 100% de confluéncia (400x). (D) Células MCF-7 aderidas na garrafa T-75
demonstrando 80 - 100% de confluéncia (400x).
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1.1. Ensaio MTT

Os resultados para a cultura primaria de neoplasias mamérias de cadelas estdo
na figura 4. E os resultados para as linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 estéo na figura
5.

Para as células neoplasicas da cultura primaria de cadelas, observou-se que
ambos os tumores RE+ e RE- apresentaram reducéo da viabilidade celular nas cinco
concentracdes de melatonina testadas, em relagédo ao controle (p<0.05). Nos tumores
RE+, houve reducdo de 40% na viabilidade celular apds o tratamento com 1mM de
melatonina e 0 mesmo ocorreu com a concentragdo maior de melatonina (10mM) nos

tumores RE- (Figura 4).

Figura 4. Avaliacdo da viabilidade das células da cultura primaria de neoplasias
mamarias de cadelas, tratadas com cinco concentrac6es diferentes de melatonina por 24
horas. A coluna branca representa o controle, sem tratamento. As colunas pretas
correspondem as células tratadas com a concentracdo de melatonina indicada. Cada
coluna corresponde a média + erro padréo das triplicatas. A. Cadelas RE+. B. Cadelas

RE-. (*) Valor significante no teste ANOVA seguido de Bonferroni.

Para as linhagens celulares de cancer de mama, observou-se que as células da
linhagem MCF-7 (receptor de estrogeno positivo) diminui significantemente a
viabilidade celular apds o tratamento com melatonina nas cinco concentragdes
avaliadas em relacéo ao controle (sem tratamento) (p<0,05; Figura 5), sendo que 10mM
de melatonina reduziu em 63% a viabilidade celular. Nas células da linhagem MDA-
MB-231 (receptor de estrégeno negativo) os resultados mostraram reducdo significante
da viabilidade celular dos grupos tratados com 5mM e 10mM de melatonina em relagéo
ao controle, a concentracdo de 10 mM de melatonina foi capaz de reduzir em 50% a

viabilidade celular (p<0,05; Figura 5).
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Figura 5. Avaliacdo da viabilidade das células das linhagens MCF -7 e MDA-MB-231
tratadas com cinco concentracdes diferentes de melatonina por 24 horas. A coluna
branca representa nenhum tratamento. As colunas pretas correspondem as células
tratadas com a concentracdo de melatonina indicada. Cada coluna corresponde a media
+ erro padréo das triplicatas. A. Linhagem celular MCF-7. B. Linhagem celular MDA-
MB-231. (*) Valor significante no teste ANOVA seguido de Bonferroni.

2. PCR em Tempo Real (qPCR)

O valor de RQ (relative quantitation) para o grupo controle (utilizado como
calibrador) foi estabelecido como 1.0 e demonstrado em escala de log10 como zero.
Os resultados de expressdo génica mostraram diferencas nas expressdes para

cada gene estudado conforme descricdo individual que se segue:

2.1. MT1

O MT1 apresentou-se superexpresso nos tumores RE+ das cadelas e subexpresso
nos tumores RE-. No entanto, essa diferenca ndo foi estatisticamente significante
(p>0,05; Figura 6).
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Figura 6: Expressdo do gene MT1 nos tumores de mama de cadelas RE+ e RE- em
relacdo ao tecido normal (representada como zero). Valor da expressdo génica em
log10.

2.2. MT?2

O MT?2 apresentou-se superexpresso nos tumores RE+ e para os tumores RE-
ndo houve diferenca entre a expressdo do MT2, quando comparado com o tecido
normal. Da mesma forma, a diferenca ndo foi estatisticamente significante (p>0,05;

Figura 7).

H RE+
51 = RE-

Log10 (RQ)

Figura 7. Expressdo do gene MT2 nos tumores de mama de cadelas RE+ e RE- em
relacdo ao tecido normal (representada como zero). Valor da expressdo génica em
log10.
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V. DISCUSSAO

Muitos estudos buscam individualizar o comportamento dos carcinomas de
mama através de caracteristicas proprias do tumor, tentando assim predizer se a
neoplasia respondera ou ndo ao tratamento proposto (HAMILTON & HORTOBAGY]I,
2005; WINER et al., 2008). O status dos receptores hormonais, receptor de estrogeno
(RE) e receptor de progesterona (RP), permitem que se estabeleca um tratamento mais
individualizado na paciente com cancer de mama (HSIAO et al., 2010).

No entanto, devido ao alto indice de mortalidade do céncer de mama, €
extremamente importante a identificacdo de agentes terapéuticos que possam ser
utilizados no tratamento alternativo para esta classe tumoral. A melatonina, um
horménio natural produzido pela glandula pineal, parece exercer um papel importante
na inibicdo do crescimento tumoral (MAGANHIN et al., 2008; LUCHETTI et al.,
2010). Devido as muitas semelhancas compartilhadas por humanos e cées, tumores
mamarios caninos sdo um excelente modelo experimental (SCHNEIDER et al., 1970;
MOTTOLESE et al., 1994; PHILLIPS et. al., 2010).

Dessa forma, o presente trabalho avaliou a expressdo do receptor de estrogeno
em cadelas com neoplasia mamaria em um estudo imuno-histoquimico, correlacionando
com a resposta celular & melatonina. Nossos resultados demonstraram que o tratamento
com melatonina reduziu significativamente a viabilidade celular em ambos os tumores
mamarios de cadelas (RE+ e RE-), apresentando maior eficacia em tumores RE+. Com
relacdo as linhagens, a melatonina foi capaz de reduzir a viabilidade celular em todas as
concentracdes analisadas. No entanto, o tratamento com melatonina foi mais efetivo
para a linhagem MCF-7 (RE+) em comparagdo com a linhagem MDA-MB-231 (RE-).

A acdo antitumoral da melatonina tem sido relatada, tanto em estudos com
linhagem celulares de cancer de mama, como em ratos com cancer de mama induzido
guimicamente (ECK et al. 1998; COS et al. 2002; YUAN et al. 2002; MAO et al. 2010;
MIRUNALINI et al. 2010; PROIETII et al. 2012). Sugere-se que a melatonina exerca
suas propriedades antitumorais principalmente pela ativacdo da apoptose, inibicdo da
proliferacéo e diferenciagdo celular (PROIETII et al. 2012). Um mecanismo proposto
foi a capacidade da melatonina em inibir os hormoénios percussores da producdo
ovariana de estradiol, reduzindo assim, a resposta mitogénica das células em tumores de
mama estrégeno dependentes (NETO & SCALDAFERRI, 2004).
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Sabe-se que as agdes antiproliferativas da melatonina sdo em parte, mediadas pela
supressdo da transcricao do gene RE em células MCF-7 (MOLIS et al. 1994). Rato et al.
(1999) observaram que céelulas MCF-7 estimuladas com estradiol apresentaram uma alta
atividade de ligacdo ao RE, a qual foi prevenida pelo tratamento com melatonina,
supondo sua atuacdo na inibicéo da via de sinalizagdo do estrégeno.

De acordo com nossos resultados, outros autores também demonstraram que a
melatonina inibe a proliferacdo de celulas de cancer de mama RE+ (MCF-7) (ECK et
al., 1998; COS et al., 2002; YUAN et al., 2002; MAO et al., 2010), mas 0 mesmo nao
ocorre nas células RE- (MDA-MB-231) (ECK et al., 1998; YUAN et al., 2002).
Similarmente, Hill et al. (2011) utilizando linhagens de cancer de mama humano
demonstraram que o tratamento foi capaz de inibir a proliferacdo nas células RE+
(MCF-7, T47D, ZR-75-1), mas ndo nas células RE- (MDA-MB-231, MDA-MB-330 e
BT-20), com excecdo da linhagem RE- MDA-MB-468. Além disso, Eck et al. (1998)
demonstraram que o tratamento conjunto de melatonina e acido all-trans-retindico in
vitro, inibiu o crescimento das células MCF-7 e ndo apresentou efeito satisfatério para
as células MDA-MB-231, sugerindo a utilizacdo desse tratamento apenas para 0S
tumores mamarios dependentes de estrogeno.

Dessa forma, a resposta celular a melatonina encontrada neste estudo, teve relagéo
com tumores RE+ e est4 de acordo com a literatura, pois a melatonina atua na regulacéo
da expressdo dos receptores de estrégeno e na modulacdo de enzimas envolvidas na
sintese local de estrogénios (SANCHEZ-BARCELDO et al., 2012).

Além disso, outras vias de acdo da melatonina foram descritas. Cos et al. (2002)
demonstraram que o tratamento com melatonina, aumentou a expressdao das proteinas
p53 e p21, sugerindo que esse tratamento inibe a proliferacdo celular atraves do controle
do ciclo celular. Outros autores também demonstraram que o tratamento com
melatonina induziu a apoptose em células MCF-7, levando a diminuicdo da expressao
do RE e da proteina anti-apoptotica Bcl-2 e ao aumento da expressdo da proteina pro-
apoptética Bax (ECK et al., 1998; MAO et al., 2010). Ao contrario, COS et al. (2002)
demonstraram que o tratamento com melatonina ndo alterou a os niveis de RNAm do
Bax e do Bcl-2, e portanto ndo atua significativamente na apoptose celular nas células
MCF-7.

Sugere-se também que as acles oncostaticas e anti-invasivas da melatonina sdo
mediadas através do receptor de melatonina MT1, a melatonina se liga aos receptores de
alta afinidade ligados a proteina G, MT1 e MT2, reduzindo a proliferacdo celular e
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induzindo a diferenciagdo (GRANT et al., 2009; OPREA-ILIES et al., 2013). Além
disso, a expressdo do receptor MT1 esta correlacionada positivamente com a expressao
do receptor de estrogeno (LAI et al., 2009). Por meio da ativacdo do seu receptor MT1,
a melatonina pode suprimir o desenvolvimento de céncer através de um largo espectro
de mecanismos com e sem o0 envolvimento de RE (OPREA-ILIES et al., 2013).

Dessa forma, no presente estudo, a expressao dos receptores MT1 e MT2 nos
tumores mamarios de cadelas foi avaliada por PCR em tempo real. Além disso, a
expressdo destes receptores foi comparada com a expressdo do RE e com a resposta
celular a melatonina. Nossos resultados mostraram que tumores RE+ apresentaram alta
expressao dos receptores MT1 e MT2, e estes quando tratados com melatonina,
apresentaram uma maior reducdo da viabilidade celular. Diversos autores também
demonstraram que a superexpressdo do receptor de melatonina MT1 em linhagens de
cancer de mama humano pode aumentar significativamente a resposta inibitoria das
células tumorais estrégeno-dependentes ap6s o tratamento com melatonina (COLLINS
et al., 2003; YUAN et al., 2002; HILL et al., 2011; GONZALES et al., 2007). Da
mesma forma, Jablonska et al. (2012) utilizando células de carcinoma mamario humano
ductal invasivo, verificaram uma alta expressdo do receptor MT1 nos tumores RE+ e
uma baixa expressdo nos tumores RE-. Neste mesmo estudo, os autores também
verificaram uma alta expressdo do receptor de melatonina MT1 em linhagem de cancer
de mama humano MCF-7 (RE+) e uma baixa expressdo deste receptor em linhagem de
cancer de mama humano MDA-MB-231 (RE-). Similarmente, Lai et al. (2009)
encontraram alta expressao do receptor MT1 em linhagem celular de cancer de mama
RE+ (MCF-7) e baixa expressdo desse receptor em linhagem RE- (MDA-MB-231); no
entanto, ambas as linhagens ndo expressaram o receptor MT2. Além disso, Ram et al.
(1998) demonstraram uma correlacdo positiva entre o receptor MT1 e a expressao do
RE-o em mulheres com cancer de mama. Ao contrario, Yuan et al. (2002)
demonstraram que tanto a linhagem MCF-7 como a MDA-MB-231 apresentaram alta
expressao do receptor MT1.

O cancer de mama representa uma das neoplasias com maior indice de
mortalidade, dessa forma, novas abordagens terapéuticas sdo necessarias para tornar o
tratamento mais efetivo. Por meio do presente trabalho foi possivel verificar a agdo da
melatonina tanto em cultura primaria de células de cancer de mama canino, como em
linhagens de cancer de mama humano. Dessa forma, verificou-se que os resultados

encontrados nos tumores de mama de cadelas foram similares aos observados nas
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linhagens humanas, corroborando os dados da literatura que os tumores mamarios
caninos sdo um excelente modelo experimento em cancer de mama.

Nossos resultados também demonstram que a melatonina é capaz de reduzir a
viabilidade das células mamarias tumorais, sendo essa reducdo mais notoria em células
RE+ e com expressdo dos receptores MT1 e MT2. Dessa forma, tumores RE+ com alta
expressdao dos receptores MT1 e MT2 respondem melhor ao tratamento com
melatonina, ou seja, 0 tratamento com melatonina em tumores com esse perfil teria
eficiente efeito oncostatico. Assim, novos estudos que avaliem a acdo da melatonina em
células de cancer de mama se tornam de grande interesse, a fim de confirmar o seu

potencial uso como agente terapéutico no tratamento do cancer.
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VI. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

e Os tumores de mama de cadelas positivos para o receptor de estrogeno (RE+)
apresentaram uma maior reducdo da viabilidade quando tratados com melatonina

em comparagdo com os tumores RE-.

e Através da técnica de g-PCR, verificou-se uma alta expressdo dos receptores de
melatonina MT1 e MT2 em tumores mamarios de cadelas RE+. Além disso, o
tratamento com melatonina nestes tumores apresentou eficiente efeito oncostatico,

inibindo a viabilidade celular.

e O tratamento com melatonina diminuiu a viabilidade das células neoplésicas
mamarias de cadelas, tratadas em cultivo primario, sendo mais eficaz em tumores
RE+. A melatonina também diminuiu a viabilidade das células das linhagens de
cancer de mama humano, MCF-7 (RE+) e MDA-MB-231 (RE-), no entanto, o
tratamento foi mais eficaz para a linhagem RE+.
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VIII. APENDICE

Apéndice A: Protocolos de preparo das solugdes.

'SFB PBS---------- 12 mL
3] of = E— 059
2PBS  Cloreto de SAdiQ -------======mmmrrrrrreemmmmeev 16,36 g
Fosfato de Sodio Dibasico ---------------=-=-------- 219

Fosfato de Sédio Monobasico di-hidratado --- 0,6 g

Agua Destilada -=----====--===mmmmmmmmmemmm e 2000 mL

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

Soluc¢éo de hidroxido de s6dio (NaOH) para regulacdo do pH do acido citrico

Agua Destilada --- 20 ml
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IX. ANEXOS

ANEXO A - Modelo do Termo de Consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com os principios éticos estabelecidos na Lei n® 11.794/2008 e na resolucgédo n° 714/2002)

Titulo da Pesquisa: “Deteccdo de potenciais marcadores prognésticos e preditivos
em neoplasia mamaria de cadelas”

- “Avalia¢do de novos marcadores progndsticos e preditivos em neoplasia mamaria de
cadelas: Avaliacao sérica e molecular do VEGF e do HIF-1”

- “Avalia¢do de novos marcadores progndsticos ¢ preditivos em neoplasia mamaria de
cadelas: Expresséo dos receptores MT1 e MT2 e acdo da melatonina em cultura
primaria”

Pesquisadores Responsaveis: Profé. Dra. Debora A. P. C. Zuccari — Coordenadora /
Marina Gobbe Moschetta — Mestranda / Juliana Ramos Lopes — Mestranda.

Para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no cancer de mama em
cadelas, os pesquisadores estdo desenvolvendo uma pesquisa cientifica que podera
melhorar 0 nosso conhecimento sobre esse tumor e, portanto oferecer novas
possibilidades de tratamento e de melhora na qualidade de vida dos nossos animais de
estimacéo.

A. O estudo tem como objetivo avaliar o papel do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e do fator induzido por hipoxia (HIF-1) em cadelas em diferentes
momentos, além de avaliar a acdo da melatonina em cultivo celular; a fim de
verificar a relagdo entre os valores e utilizad-los como marcadores de crescimento
tumoral e no surgimento de metastases.

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

C. Apos a cirurgia para retirada do tumor sera cortado parte deste material, um
pedacinho que serd enviado ao laboratorio para diagnostico histopatoldgico. Ndo
haverd mudanca na técnica cirdrgica para esta coleta.

Declaro que, ap6s ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador sobre a
utilizacdo para estudo de amostra sanguinea e um fragmento da lesdo tumoral
(pedacinho de 1 cm do tumor) a ser retirado durante o procedimento cirurgico, ja
estipulado no tratamento, consinto em participar livre e espontaneamente deste estudo e
me comprometo a manter contato com o grupo para as 3 coletas subseqiientes em 1
més, 6 meses e 12 meses apos a cirurgia.

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

Nome do(a) proprietario(a):

Nome da cadela:

Endereco residencial: n°
Bairro: Telefone residencial: Celular:
Data:........ [onnn. | L ASSINATUL A ..o

Declaracdo de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios
deste estudo. Coloquei-me a disposicdo para perguntas e respondi a todas. Obtive o
consentimento de maneira livre e me coloquei a disposicdo para esclarecimento de qualquer
duvida sobre o estudo pelos enderecos abaixo indicados.

Nome do(a) pesquisador:

Inscricdo no Conselho Regional: ..........cccocvvvevieiie e

Profa. Dra. Debora A.P.C. Zuccari — Laboratdrio de Investigacdo Molecular no Cancer — LIMC.
Av. Brigadeiro Faria Lima, n°® 5416 FAMERP - Faculdade de Medicina de Sao José do Rio
Preto

Sdo José do Rio Preto, SP - CEP 15090-000

Fone: (17) 3201-5885

e-mail: debora.zuccari@famerp.br
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ANEXO B - Modelo da Ficha Clinica do animal

FICHA CLINICA

Nome da cadela: Idade:

Historia Clinica:
() Recidiva
() Metéstase

Tempo de evolucao: Imés ( ) até 6 meses () mais de 6 meses ()
Numero de noédulos: Unico( )  Mdltiplos ( )
Dimensdes do tumor (T): X X (cm)

TO: auséncia do tumor primario evidente ou auséncia de recidiva
T1:<3cm

T2:entre3e5cm

T3:>5cm

Envolvimento de linfonodos regionais:
NO: sem envolvimento evidente

N1: envolvimento unilateral Nla: moveis N1b: fixos
N2: envolvimento bilateral N2a: moveis N2b: fixos
Quanto a confirmacéo histolégica de envolvimento de linfonodos: (-) ou (+)

Metastase a distancia:

MO: sem metéastases evidentes

M1: metastases a distancia incluindo linfonodos néo regionais
Mx: impossivel avaliar existéncia de metastases

Caracteristicas do tumor:
Ulceracéo: sim( ) ndo( )
Vascularizagéo: moderada ( ) abundante ( )
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