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TERRA, E. M. TGFB, pSmad2, p53, p63, E-caderina e Vimentina como
marcadores prognésticos em tumores espontaneos de mama de cadelas.
Botucatu, 2010, 65 p., Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Paulista “Julio de

Mesquita Filho”

RESUMO
Tumores mamarios séo frequentemente diagnosticados em cadelas e
apresentam comportamento biolégico muito semelhante aos das mulheres,
fazendo da cadela um modelo para o estudo comparativo. Nas neoplasias
malignas, invasdo e metastase s&o caracteristicas biolégicas que tém
influéncia direta no prognéstico. Com o aumento da disponibilidade de
anticorpos para imuno-histoguimica na espécie canina, inimeros estudos tém
sido realizados para prover informacdes a respeito das transformacdes
celulares que ocorrem durante a carcinogénese e 0 processo metastatico. A
p53 é conhecida como “guardia do genoma” e aparece mutada em cerca de
50% das neoplasias humanas. A p63 possui elevada homologia sequencial
com a p53 e sua fungdo supressora tumoral tem sido investigada. A transicéo
de células epiteliais em mesenquimais (EMT) € um processo fisioldgico no qual
as células perdem suas caracteristicas epiteliais e adquirem fendtipo
mesenquimal, capaz de permitir a migragdo celular e esta transicdo tem sido
investigada em participar da disseminacdo metastética nos canceres humanos.
Assim, este estudo avaliou a presenca de p53, p63 e marcadores envolvidos
na EMT (TGFB, pSmad2, E-caderina e Vimentina) em adenomas e carcinomas
mamarios caninos com e sem metastase. Houve diminui¢cdo da marcacgao para
p63 e E-caderina conforme progressao da leséo e o inverso ocorreu com a p53
e Vimentina. O percentual de marcagao para o TGFB ndo variou, tendo
apresentado apenas variacdo com relacdo a intensidade de marcagcdo. A
marcacdo do pSmad2 foi diminuida nas células epiteliais neoplasicas e
aumentada nas ceélulas estromais de acordo com o avanco da neoplasia. Estes
achados sugerem que a EMT também ocorra nas neoplasias mamarias

caninas e abrem perspectivas para mais estudos nesta area.

Palavras-chave: cadela, neoplasia mamaria, metastase, EMT
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TERRA, E. M. TGFB, pSmad2, p53, p63, E-caherin and Vimentin as
prognosis markers in spontaneous mammary tumors in bitches. Botucatu,
2010, 65 p., Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Jdlio de
Mesquita Filho”.
ABSTRACT

Mammary tumors are often diagnosed in bitches and they are very similar to
that occur in women, making this animal an excellent model for comparative
studies. In malignancies, invasion and metastasis are important biological
features that have direct influence on patient’s prognosis. They occur in several
pathways and there are several factors that can influence a malignancy until it
arrives at a distant site as well as their growth and differentiation into a new
tumor. With increasing of availability of antibodies to perform
immnuohistochemistry in dogs, numerous studies have been conducted in order
to provide more information about the cellular changes that occur in breast
carcinogenesis. p53 is a protein that actively participates in cell cycle regulation
and appears mutated in about 50% of human malignancies. p63 has a high
sequential homology with p53, and despite its known role in embrio
development, its tumor suppression function has been investigated. The
epithelial-mesenchymal transition (EMT) is a physiological process that occurs
during development and wound healing, by which cells lose their epithelial
characteristics and acquire mesenchymal phenotype allowing migration.
Recently, EMT has been investigated in participate on metastatic spread in
human cancers. This way, this study assessed the presence of p53 and p63 as
well as EMT’s involved markers (TGF(3, e-cadherin and vimentin) in benign and
malignant mammary tumors, with or without metastasis. Decrease staining of
p63 was observed in injury progression, what occur inversely with p53. The
TGFp staining did not vary between groups, presenting only variation in labeling
intensity. We also observed that e-cadherin staining was decreased in
advanced cancers and they were express vimentin, a marker of mesenchymal
cells. This findings suggest that EMT also occurs in canine mammary

neoplasias and give perspectives for further studies in this area.

Keywords: bitch, mammary tumor, metastasis, EMT



1. INTRODUCAO

Segundo relatorio recente da Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer (IARC)/OMS (Organizacdo Mundial da Saude), o impacto global do
cancer mais que dobrou em 30 anos. Estimou-se que, no ano de 2008,
ocorreriam cerca de 12 milh6es de casos novos, com 7 milhdes de o6bitos,
sendo destes, 1,29 milhdes de novos casos somente de tumores mamarios. No
Brasil, estima-se que cerca de 50.000 mulheres serdo diagnosticadas com esta
neoplasia em 2010 (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2008;
INSTITUTO NACIONAL DO CANCER - INCA, 2009). Da mesma forma, na
Medicina Veterinaria, estima-se que 198 em cada 100.000 cadelas
desenvolvam neoplasias mamarias a cada ano, tornando-a também a mais
comum entre as fémeas desta espécie, com uma incidéncia de duas a trés
vezes maior que a observada em mulheres (BRODEY et al., 1983; SORENMO,
2003; RODASKI & PIEKARZ, 2008).

Apesar dos enormes progressos, a oncogénese do cancer de mama
continua a ser um processo de varios passos ligado a mais de uma alteracao
molecular (WIDAKOWICH et al., 2007). A transformacéo de células normais em
células malignas requer um acumulo de mutacdes autbnomas no DNA da
célula, resultando em proliferacdo celular e habilidades para escapar do
controle endégeno do ciclo celular, além de possuir resisténcia a apoptose
(HANAHAN & WEINBERG, 2000; ARGYLE & KHANNA, 2007; KLOPFLEISCH
& GRUBER, 2009). E hoje evidente que, em adicdo a estes eventos celulares
autdbnomos, sdo necessarios fatores essenciais associados ao microambiente
tumoral para que os tumores se tornem clinicamente relevantes (JOYCE,
2005).

Durante anos, patologistas veterinarios tém considerado o grau
histopatolégico para determinacdo do progndstico, no entanto, 0 aumento da
disponibilidade de anticorpos para estudos imuno-histoquimicos tem permitido
que critérios adicionais sejam avaliados. Como alteracbes genéticas sdo
responsaveis por muitos tipos tumorais, a expressao de inimeros oncogenes e
supressores tumorais tem sido determinada nos diferentes tipos histolégicos de
neoplasias mamarias e relacionados com o0 aumento da malignidade ou
prognéstico pobre (MORRIS, 2010).



Desde os pioneiros estudos epidemiol6gicos de Maurice Leblanc,
sabemos que cdes sdo uma das espécies mais susceptiveis ao
desenvolvimento de tumores espontaneos (DAGLI, 2008). Este fato,
juntamente com a recente publicacdo do genoma do cédo (LINDBLAD-TOH et
al., 2005) levam a acreditar no valor do uso dos caes como modelo natural de
estudo para os canceres humanos. Ademais, a prevaléncia do cancer esta
aumentando também entre os animais domeésticos, devido, ao menos em
partes, a grande longevidade alcancada em razdo de um controle mais efetivo
das doencas em geral (PANG & ARGYLE, 2009).



2. REVISAO DE LITERATURA

As neoplasias mamarias sdo as mais frequentes nas fémeas da espécie
canina, representando aproximadamente 25 a 50% de todos o0s tumores
diagnosticados, e destes 41 a 53% sao de carater maligno (DALECK et al.,
1998; FONSECA & DALECK, 2000; RODASKI & PIEKARZ, 2008), com
incidéncia de duas a trés vezes maior do que a observada na mulher (BRODEY
et al., 1983).

A idade média para o aparecimento dos tumores esta entre os 7 e os 12
anos de idade, sendo rara a ocorréncia em animais menores de quatro anos
(LANA et al., 2007; DE NARDI et al., 2008).

Em geral, os tumores mamarios podem ser de tamanhos variados, de
milimetros de didmetros a extremamente desenvolvidos e pode-se encontrar
muitas massas em uma ou ambas as cadeias mamarias. Sua localizacdo mais
comum corresponde as glandulas abdominais e inguinais, possivelmente por
serem as que contém maior quantidade de parénquima mamario (FOSSUM,
2005; DE NARDI et al., 2008).

Os tumores mamarios das cadelas sdo normalmente de origem epitelial e
sua nomenclatura internacional é conflitante, pois existem vérias propostas de
classificacdo. Estas se baseiam principalmente no padrdo morfologico, devido
a escassez de informacdes baseadas em outros parametros (DESTEXHE et
al., 1993). A Organizagdo Mundial da Saude realizou a classificacdo de
tumores mamarios de cées e gatos, associando histogénese, descricdo da
expressdo morfologica e fatores prognoésticos (MISDORP et al.,, 1999;
SORENMO, 2003). H4 uma busca continua para a elucidacdo dos mecanismos
envolvidos no processo de desenvolvimento de tumores mamarios na cadela, e
também para a identificacdo de fatores prognésticos que possam prever como
a doenca podera evoluir em cada paciente (GAMA et al., 2008; ZAIDAN-
DAGLI, 2008).

O TNM (do inglés: tumor, node, metastasis) é um sistema de
estadiamento que pode ser utilizado para ajudar no estabelecimento do
prognostico e que deve ser aplicado antes do inicio do tratamento. Seus fatores
mais importantes sdo a avaliacdo do tumor primério, dos linfonodos regionais e
a identificacdo de qualquer sitio de metastases a distancia. O mais importante

a ser notado no tumor primario € seu tamanho, evidéncia clinica de



invasividade, a suspeita de carcinoma inflamatério, ulceracdo e recente
crescimento rapido (LANA et al., 2007).

Todos os tumores mamarios malignos possuem o potencial de
metastatizar. O risco e 0 padrdo das metastases séo influenciados pelo tipo
tumoral, pela diferenciacao histolégica e outros fatores prognésticos. Em geral,
tumores epiteliais malignos fazem metéstase por via linfatica e os sitios mais
comuns de metastases sdo, a principio os linfonodos regionais, seguidos de
pulmdes, figado e raramente os 0ssos. Normalmente, em 25% dos casos, 0s
animais apresentam metastases no momento do diagndstico, nos linfonodos
regionais, e em alguns casos no pulmao, que por serem muito pequenas,
podem nédo ser identificadas pelo exame radiografico (OWEN, 1980; LANA et
al., 2007; DE NARDI et al., 2008).

Cadelas com neoplasias mamarias malignas possuem uma sobrevida
significativamente curta quando comparadas aquelas com neoplasias
benignas. A sobrevida global em dois anos foi relatada por estar entre 25% e
40%. No entanto, esta sobrevida pode ser influenciada por varios fatores e
pode variar significativamente dependendo do tipo histologico e do grau de
diferenciacdo, do estagio da doenca e do tratamento empregado. Cadelas com
neoplasias pequenas e bem diferenciadas possuem um progndstico excelente
apOs resseccdo cirargica, jA as cadelas com neoplasias mais avancadas
possuem um progndéstico mais reservado e podem necessitar de terapia
adjuvante (SORENMO, 2003).

A remocdo cirtrgica permanece como a forma mais utilizada e mais
aceita para o tratamento das neoplasias mamarias e a recomendacédo é que
sempre seja realizada a mastectomia total unilateral ou a mastectomia radical
(ambas as cadeias mamarias). Isto se deve ao alto percentual de recidivas no
pés-operatorio de cadelas tratadas apenas com a mastectomia regional
(NOVOSAD, 2003; STRATMANN et al., 2008).

Com relacdo ao tratamento que pode ser empregado no pos-operatorio,
temos a qumioterapia, a hormonioterapia e a radioterapia, sendo a primeira a
mais comumente utilizada na rotina veterinaria. O objetivo destes tratamentos é
prevenir o aparecimento de recidivas e/ou metastases (NOVOSAD, 2003).

A invasdo e a metastase sdo caracteristicas biolégicas dos tumores

malignos e influenciam diretamente no tratamento e no prognostico do cancer



de mama. Para que as células tumorais se desprendam de uma massa
primaria, penetrem nos vasos sanguineos ou linfaticos e produzam um
segundo crescimento tumoral num local a distancia, elas devem superar uma
série de etapas e podem estar sujeitas a diversas influéncias favoraveis ou néo
ao seu desenvolvimento (KHANNA & HUNTER, 2005; ZAIDAN-DAGLI, 2008;
HOLLIER et al., 2009). A progressao de uma fase primaria para uma fase
metastatica representa um ponto-chave no prognostico dos pacientes com
cancer (CLOHESSY & PANDOLFI, 2009).

p53 e p63

Muitos genes supressores tumorais pertencem a familias com muitos
membros, no entanto, apesar do papel central do TP53 na tumorigénese,
genes relacionados a ele ndo foram descobertos por quase duas décadas. Isto
mudou nos anos de 1997 e 1998 com a descoberta de seus dois homadlogos:
TP63 e TP73 (WESTFALL & PIETENPOLL, 2004).

O gene TP53 é um gene supressor tumoral e € o sitio mais frequente de
alteracdes genéticas nas neoplasias humanas. Ele codifica a proteina p53, que
controla a expressdo de uma variedade de genes envolvidos na regulacao do
ciclo celular. Em uma célula normal, a p53 é mantida em baixas concentracdes
pela acdo de seu regulador Mdm2 e possui uma meia-vida relativamente curta.
Além disto, em algumas células a proteina pode estar em uma forma latente,
inativa para transcricdo e deve receber um sinal para iniciar sua funcéo, o que
resulta em um rapido aumento em sua concentracdo e consequente ativacao.
Danos no DNA e hipdxia celular sdo alguns dos eventos que podem
desencadear a cascata de acdo da p53 (LEVINE, 1997; GOODSELL, 1999;
LEVRERO et al., 2000).

Em resposta a estes eventos, a p53 pode agir das seguintes maneiras: (i)
induzindo pausa na diviséo celular para que o dano seja reparado; (ii) parando
a divisdo celular e fazendo com que a célula permaneca na fase G1 do ciclo e
nao se divida mais (senescéncia) e/ou (iii) dando inicio a morte celular
programada desta célula (apoptose). Por exercer um importante papel na
manutencdo da integridade do genoma, a inativacdo do TP53 devido a

mutacdes ou dele¢cdes € reconhecida como um passo importante no



desenvolvimento de aproximadamente 50% dos canceres em humanos
(LEVINE 1997; VOUSDEN & PRIVES, 2009; ZUCKERMAN et al., 2009).

A maioria das mutagfes no gene TP53 que codifica a proteina sdo do tipo
missense e alteram apenas um aminoacido de uma proteina para outra. Isto
pode alterar sua ligagdo ao DNA ou a outros fatores transcricionais,
prejudicando seu papel na célula, além de torna-la extremamente estavel e
fazendo com que a mesma se acumule nas células neoplasicas (LEVINE,
1997; GOODSELL, 1999).

Assim, se for levado em conta o papel da p53 na interrupcado do ciclo
celular e na apoptose em resposta a danos genotdxicos nas células, pode-se
afirmar que a perda na funcdo da p53 pode permitir que células danificadas
sobrevivam e déem inicio a um acumulo de mutacdes em outros supressores
tumorais e proto-oncogenes levando ao aparecimento de neoplasias. No
entanto, ndo deve-se eleger as mutagfes na p53 como eventos Unicos que dao
inicio a carcinogénese, ja que somados aos seus efeitos no ciclo celular, os
genes regulados pela p53 parecem também estar envolvidos na adesao
celular, transducgé&o de sinais, na modulacdo de microRNAs, migracao celular e
também em diversas fases do desenvolvimento (STEELE & LANE, 2005;
ROGER et al., 2006; SUZUKI et al., 2008; ARAKI et al., 2010).

O gene TP63 exibe uma elevada homologia sequencial e estrutural com o
TP53, levando a especulacdes de que a proteina p63 poderia ter funcéo
supressora tumoral similar a da p53, no entanto ela raramente apresenta
mutacBes nos canceres humanos (COLLAVIN et al., 2010).

Apesar das semelhancas entre p53, p63 e p73, o terceiro membro desta
familia de proteinas, estudos em camundongos nocaute revelaram uma
inesperada diversidade funcional entre elas. Animais nocaute para p63 e p73
exibiram diversas anormalidades no desenvolvimento, sem aumento da
susceptibilidade ao cancer. Em adicdo ao seu importante papel no
desenvolvimento, esta proteina € incriminada na manutencédo da populacdo de
células-tronco em muitos tecidos epiteliais. Embora diferente, a p63 possui
funcdes relacionadas a p53, agindo de forma sinérgica ou interferindo em sua
funcdo, ja que apresenta mais de 60% de identidade entre as sequéncias de

aminoacidos da regido da p53 que se liga ao DNA. Muitos estudos tém



demonstrado que a p63 pode também induzir apoptose (MOLL & SLADE,
2004; WESTFALL & PIETENPOLL, 2004; FLORES, 2007).

Devido a grande variedade de proteinas que podem ser codificadas pelo
gene TP63, ja que o mesmo codifica variagbes da proteina p63 com dois
diferentes terminais N, TA e AN, e trés diferentes terminais C, a, B e y, muitos
estudos tém sido realizados no sentido de determinar suas vias de sinalizacao,
se esta proteina ativa ou reprime a transcricdo génica e ainda se funciona
como um supressor tumoral ou um oncogene (WESTFALL & PIETENPOLL,
2004; FLORES, 2007).

A expressdo da p63 € observada no nucleo das células basais do epitélio
normal (pele, es6fago, cérvix, vagina e outros) e também em certas populacées
de células basais em estruturas glandulares da préstata, mama e bronquios.
Ela é especificamente expressa nas células mioepiteliais da mama e
considerada um marcador especifico para estas células no tecido mamario
normal (Di COMO et al.,, 2002; MOLL & SLADE, 2004). Na mulher, ela é
expressa de uma maneira decrescente de lesbes mamarias benignas para
malignas e sua expressdo € muito baixa nos carcinomas invasivos, ja que o
principal critério para classificacdo de um carcinoma invasivo é a perda das
células mioepiteliais. Entretanto, a perda da p63 nas células mioepiteliais dos
ductos maméarios ndo pode ser usada como um marcador unico de
invasividade para os carcinomas ductais in situ (RIBEIRO-SILVA et al., 2003;
STEFANOU et al., 2004).

Nas décadas passadas, o maior foco das pesquisas no cancer eram as
préprias transformacfes tumorais, enquanto que o papel do microambiente
celular na tumorigénese nao era largamente explorado. Numerosos estudos in
vitro e in vivo demonstraram que crescimento, sobrevivéncia, polaridade e
comportamento invasivo das células do cancer de mama podem ser modulados
pelas células mioepiteliais e estromais e muitos genes tém sido implicados
neste processo. Nas mulheres, as neoplasias mamarias evoluem em uma
sequéncia clinico-patolégica de hiperproliferacdo das células epiteliais para
uma lesdo in situ, invasiva e entdo para carcinomas metastaticos. O maior
critério que os patologistas usam para diferenciar lesdes in situ de carcinomas
invasivos é a presenca ou a auséncia de uma linha intacta de células

mioepiteliais. Entretanto, ndo se sabe o que leva ao desaparecimento das



células mioepiteliais nos tumores invasivos, se é a eliminagdo seletiva por
apoptose ou ruptura da diferenciacdo normal das células mioepiteliais e como
isso contribui para a progressao tumoral (SHEKHAR et al., 2003; POLYAK &
HU, 2005).

A EMT (Epithelial-mesenchymal transition)

Desde a fase embrionaria, células de origem epitelial e mesenquimal
contribuem para a manutencdo da estrutura e funcdo dos Orgdos em
desenvolvimento. Entretanto, estes fen6tipos ndo sdo sempre permanentes, e
as vezes, em condi¢cdes apropriadas, células epiteliais e mesenquimais séo
convertidas entre os dois fenétipos (MICALIZZI et al., 2010).

A EMT é um fendmeno fisioldégico que ocorre durante a embriogénese, a
cicatrizacdo e reparacao tecidual e também no céncer, que coordena a
transicdo de células epiteliais em células mesenquimais (HOLLIER et al.,
2009).

Esta transicdo comeca com a perda da polaridade apico-basal, permitindo
a mistura dos componentes apicais e baso-laterais da membrana. Juncdes
célula-célula adicionais incluindo as juncdes aderentes e as juncdes gap
comecam a se separar e a membrana basal subjacente é degradada. Proteinas
de superficie celular como E-caderina e integrinas, que mediam as conexdes
epiteliais com as células vizinhas e a membrana basal, sdo substituidas por N-
caderina e integrinas de adesdo transitoria, respectivamente, imprimindo a
célula um fendtipo mesenquimal. Adicionalmente, elementos do citoesqueleto
sdo reorganizados e a actina periférica € substituida por fibras de tensao, ao
passo que filamentos intermediarios de citoqueratina sdo substituidos por
vimentina. Juntas, estas mudancas transformam as células de um formato
cuboidal para fusiforme e finalmente, as células adquirem a habilidade de
invadir e se mover na matriz extra celular desprovidas de qualquer contato
célula a célula (HAY, 1995; HOLLIER et al., 2009, TAYLOR et al., 2010).

Durante o desenvolvimento, a cicatrizagao e o cancer, as células epiteliais
podem atingir graus variados de plasticidade. Estas mudancas permitem uma
resposta migratéria dindmica da célula dependendo de sua constituicdo, de sua
expressao génica e de seu microambiente. Desta forma, a literatura recente

tem classificado esta transicdo em trés diferentes subtipos, que séo: (1) a que



ocorre na fase embrionaria ou durante o desenvolvimento de alguns 6rgéos; (2)
presente na fibrose e/ou reparacgéo tecidual e (3) a ligada ao céancer (KALLURI,
2009).

A inducédo de uma EMT completa nédo € o unico mecanismo pelo qual as
células epiteliais podem se desprender e migrar durante o desenvolvimento. A
plasticidade da célula epitelial também tem sido observada em um processo
denominado migracdo coletiva. Neste processo as células estdo conectadas
fisicamente e funcionalmente formando grupos e 0 mesmo tem sido identificado
como um processo celular critico na morfogénese da ramificacdo da glandula
mamaria durante o desenvolvimento (RORTH, 2009).

Durante a progressao tumoral, as células epiteliais se separam do tumor
primario, aderem e invadem o estroma ao redor, atingem 0s vasos sanguineos
e/ou linfaticos e disseminam-se para tecidos e 6rgaos distantes, onde irdo dar
origem a tumores secundarios. Como a invasao local € o primeiro passo para a
disseminacdo metastatica, a EMT e a migracdo coletiva sdo incriminadas em
contribuir para a progressao tumoral. A implicacdo desta observagdo é que as
células do cancer podem prontamente reativar propriedades do
desenvolvimento fora de contexto no adulto, o que contribuiria para a
tumorigénese via inducdo de proliferacdo acelerada, resisténcia a apoptose e
evasao da senescéncia. Esta idéia se expande para além da formacao tumoral,
ja que poderia facilitar sua invasdo, a propagacao das células e a metastase
(TOMASKOVIC-CROOK et al., 2009; MICALIZZI et al., 2010).

Muitas vias de sinalizacdo podem induzir o processo da EMT, ja que este
requer a coordenacdo de uma complexa rede de sinalizacbes extra e intra-
celulares envolvendo fatores de iniciagdo e mecanismos de feedback. Dentre
elas, o FGF, o TGFB, Wnt/B-catenina, em parte pela regulacdo de muitos
fatores transcricionais sdo vias incriminadas em sua inducdo (TOMASKOVIC-
CROOK et al., 2009; WRIGHT et al., 2010).

Estudos recentes tém demonstrado que a inducdo de EMT em células
mamarias epiteliais normais e tumorais de ratos e humanos pode resultar na
geracdo de células com propriedades de células-tronco como a auto-
renovacao, além de demonstrarem que a exposicdo ao TGFB resulta na

conversdo de células epiteliais mamarias humanas de cultura em células
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semelhante a células-tronco, também conhecidas como “células iniciadoras
tumorais” (MANI et al., 2008; CREIGHTON et al., 2010).

No céancer de mama, similarmente aos outros tipos de cancer, a EMT
raramente € homogénea em todo o tumor. Baseado na expressdao de
marcadores especificos, pesquisas recentes sugerem que ela ocorra de uma
maneira mais focal na regido invasiva do tumor e, que, neste caso, as células
sdo estimuladas a realizar a transicao por alteracfes genéticas e epigenéticas
(HOLLIER et al., 2009; MICALIZZ] et al., 2010).

O TGFp e os fatores transcricionais Smad

O fator de crescimento transformador 3 € membro de uma grande familia
de citocinas que exerce papéis cruciais no desenvolvimento e na regulacdo da
homeostase no desenvolvimento embrionario e durante a vida adulta. Além
destes papéis, ele previne a progressao de tumores incipientes, regulando néo
apenas sua proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e adesédo, mas também o
microambiente celular (MASSAGUE, 2008; BERNABEU et al., 2009).

O TGFPB possui trés ligantes diferentes TGFB1, TGFB2 e TGFB3 que
normalmente sdo encontrados em sua forma latente na matriz extra-celular e
podem ser ativados por muitos mecanismos que incluem a expressdo de
algumas integrinas, catepsina D, matriz metaloproteinase 9, trombospondina-1,
dentre outros. Ademais, radiacdo ionizante e radicais livres de oxigénio tém a
habilidade de ativar os complexos latentes de TGFB na matriz extra-celular
(BIERIE & MOSES, 2009).

Apos a ativacao do TGF[3, duas vias de sinalizagdo podem ser acionadas.
Em uma delas, conhecida como via canbnica, o TGFf ativo se liga aos seus
receptores transmembrana do tipo 1l que sao fosforilados e ativam os
receptores tipo |. Neste momento, proteinas denominadas Smad, mais
especificamente, Smad2 e Smad3 (R-Smads) séo fosforiladas e se deslocam
ao nucleo celular formando um complexo com Smad4, que € um ligante comum
a todos os Smads. Estes complexos se acumulam no nucleo e recrutam co-
ativadores transcricionais, co-repressores e fatores de remodelamento de
cromatina. Através desta interacdo combinatéria com diferentes fatores

transcricionais, um estimulo comum do TGFB pode ativar ou reprimir uma
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centena de genes-alvo de uma Unica vez (SHI & MASSAGUE, 2003; ROSS &
HILL, 2007; MASSAGUE, 2008).

Dentre os vertebrados, existem 5 tipos de R-Smads, Smadl, Smad2,
Smad3, Smad5 e Smad8 e estes sdo fosforilados em resposta a diferentes
tipos de ligantes de TGFB. Por exemplo, em muitos casos, a indugéo da via
pelos ligantes do TGFf levam a fosforilagdo de Smad2 e Smad3, enquanto que
a ligacdo de BMP ou GDF induzem a fosforilagdo dos Smadl, Smad5 e
Smad8. O Smad4 nao é um ligante restrito e pode formar complexos com todos
R-Smads (ROSS & HILL, 2007).

Na via de sinalizagcdo ndo candnica ou Smad independente, a ligacdo do
TGFB aos seus receptores pode ativar uma variedade de outros efetores,
incluindo NF-kB, ILK, uma variedade de pequenas GTPases membros da
familia MAP quinase (ERK1/2, JNK e p38 MAPK), Snail, ZEB, dentre outros,
que exercem uma variedade de outras funcdes nas células. Por exemplo, o
aumento da expressado de ILK (quinase ligada a integrina) esta associado a
diminuicao da expresséo de E-caderina (TAYLOR et al., 2010).

A via do TGFB como um todo potencialmente regula a iniciagdo tumoral,
sua progressdo e metastase. Anteriormente foi demonstrado que o TGFf
possuia a habilidade de suprimir a tumorigénese pela inibicdo da progressao
do ciclo celular e inducédo da apoptose. O impacto citostatico e apoptotico do
TGFB como supressor tumoral foi estabelecido por observagdes que
demonstraram claramente que ele poderia promover a progressao tumoral por
suprimir a vigilancia imune e também induzir a EMT, permitindo assim, a
invasdo e a metastase (MASSAGUE, 2008; BIERIE & MOSES, 2009; TAYLOR
et al., 2010).

Entretanto, a completa anulacdo da resposta do TGFB nas células de
carcinoma também pode permitir o aparecimento de metastases in vivo.
Interessantemente, expressdes génicas associadas com ambas, perda ou
ganho de sinalizagdo do TGF nestas células mostraram correlagdo com piores
prognoésticos. Ainda mais, células epiteliais mamarias que adquiriram
resisténcia as atividades citostaticas do TGFB, geralmente exibem
comportamento oncogénico quando estimuladas pelo mesmo. Esta inversao
fenotipica em sua funcdo durante a tumorigénese é conhecida como o

“Paradoxo do TGFB” e representa uma questao ainda sem resposta a respeito
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das agbes patofisiologicas desta citocina (MASSAGUE, 2008; BIERIE &
MOSES, 2009; TAYLOR et al., 2010).

A E-Caderina

E uma glicoproteina transmembrana, expressa primariamente em células
epiteliais que promove a adesdo celular por se ligar com as E-caderinas
presentes nas células adjacentes. Sua regido extracelular possui uma funcao
de adeséo calcio-dependente e em sua por¢ao justamembranar ela se liga a
pl20-catenina, uma proteina capaz de modular o agrupamento das E-
caderinas. O segmento distal de seu dominio citoplasmatico interage com a B-
catenina que se liga a a-catenina, que por sua vez se liga diretamente a F-
actina, acoplando a E-caderina ao citoesqueleto de actina. Desta forma, as
caderinas sédo capazes de formar complexos adesivos intercelulares que séo
essenciais para a manutencao da integridade tecidual (ONDER et al., 2008;
BARANWAL & ALAHARI, 2009; HULPIAU & ROY, 2009).

Nas neoplasias humanas, a perda ou reducdo da expressao protéica de
E-caderina pode ocorrer durante ou apds a sua transcricdo e ser causada por
mutacdes somaticas, delecbes cromossémicas, por clivagem proteolitica ou
ainda pelo silenciamento de seu gene promotor, o CDH1 (ONDER et al., 2008;
YILMAZ & CHRISTOFORI, 2009). Este silenciamento pode ser mediado por
uma lista de fatores transcricionais, dentre eles, Snaill, Snail2 (Slug), ZEB1
(6EF1), ZEB2 (Sip1) e Twist, cuja expressdo pode ser induzida por uma
variedade de estimulos, incluindo a ativacdo do TGFB, EGF, Wnt, dentre outros
(PEINADO et al., 2007; YILMAZ & CHRISTOFORI, 2009).

Pesquisas recentes tém atribuido um papel crucial a familia de microRNA-
200 (miR-200) na regulagdo dos repressores transcricionais de E-caderina,
ZEB1 e ZEB2, e na inducdo de EMT nas células neoplasicas. Este fato foi
observado por uma associacdo entre diminuicdo da expressédo da familia miR-
200, inibicdo da expressdo de E-caderina e inducdo de EMT em células
neoplasicas, incluindo as mamarias (TRYNDYAK et al., 2009).

A perda ou reducdo da expressdo génica ou protéica de E-caderina €
frequentemente observada durante a progressao tumoral em muitas neoplasias
epiteliais, inclusive as mamarias, e é associada com a disseminacdo

metastatica, ja que promove a desagregacdo das ceélulas neoplasicas. No



13

entanto, varios trabalhos demonstram que diversas proteinas estruturais
associadas com as juncfes aderentes podem também mediar as func¢des de
sinalizacdo intracelular da E-caderina. Assim, a perda da E-caderina pode
resultar na ativacdo de uma cascata especifica de sinalizacdo que, por sua vez,
confere caracteristicas as células neoplésicas que facilitam a conclusdo das
etapas posteriores da metastase (CLEVERS, 2006; ONDER et al., 2008).

Sua expressao diminuida ou ausente ndao apenas leva a ruptura mecanica
das juncbes aderentes entre as células, como também libera proteinas do
complexo citoplasmatico de adesao celular que exercem funcées ambivalentes
dependendo de sua localizag&o intracelular. Um exemplo destas proteinas é a
B-catenina, conhecida por seu duplo papel na adeséo celular e na participacao
na via canodnica do Wnt. Nesta via, o “excesso” de B-catenina citoplasmatica se
desloca ao nucleo, liga-se a fatores transcricionais e interage com a cromatina
de diversas formas, por exemplo, mantendo ou ativando a producéo de células-
tronco, promovendo assim a proliferacdo celular. Pesquisas recentes tém
identificado correlacdo entre EMT e a inducdo da producdo de células-tronco
neoplasicas (CLEVERS, 2006; MANI et al., 2008).

Desta forma, observa-se que a perda ou diminuicdo da expresséo de E-
caderina traz grandes consequéncias transcricionais e funcionais para as
células epiteliais, ndo so6 pela perda da adesao entre as células, mas também
por facilitar a passagem por etapas subsequientes da cascata de invasao e
metastase (ONDER et al., 2008).

A Vimentina

E uma proteina estrutural do citoesqueleto celular que constitui os
filamentos intermediarios das células mesenquimais. Esta associada com as
organelas celulares, com elementos do citoesqueleto e adesdes de membrana
e esta presente nos fibroblastos, células endoteliais, macréfagos, leucécitos e
linfécitos, dentre outros. Nos adultos, a expressao de vimentina é vista nos
tecidos conjuntivos, constituidos por células mesenquimais, e também nos
musculos e sistema nervoso central (KOKKINOS et al., 2007).

Apesar de ser uma proteina caracteristica do fen6tipo mesenquimal, sua
expressdo tem sido descrita em células epiteliais e estd envolvida com

processos fisioldgicos e/ou patologicos (GILLES et al., 1999).
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Carcinomas sdo neoplasias derivadas de células epiteliais e respondem
pela maioria dos canceres humanos. Apos sua transformacéo inicial, as células
epiteliais tumorais ficam confinadas em seu sitio primario pela expressao
continua de moléculas de adesao e pela lamina basal intacta. Entretanto, com
a progressao da doenca, algumas células da periferia do tumor priméario séo
incriminadas em comandar a EMT, adquirindo assim propriedades
mesenquimais que facilitam a invasdo das células neoplasicas nos tecidos
adjacentes e distantes. Uma quantidade consideravel de estudos na literatura
atual sugere que um dos mecanismos responsaveis pela progressao do cancer
de mama se deva a perda dos padrdes epiteliais das células com consequente
aqguisicao de propriedades mesenquimais (KOKKINOS et al.,2007; HOLLIER et
al., 2009).

A vimentina e a e-caderina (com as cateninas) sao bastante reconhecidas
por sua expressao seletiva e seu especifico papel nos estados celulares
mesenquimais e epiteliais, respectivamente. O dominio intracelular das
caderinas interage com as cateninas que sdo ligadas ao citoesqueleto de
actina. Esta associagdo é critica para juncao estavel entre as células epiteliais.
A expressao de e-caderina, ligada a expressdo ausente ou reduzida de
vimentina é caracteristica das células de origem epitelial, enquanto o contrario
ocorre nas células com fenétipo mesenquimal. Interessantemente, este padréo
mesenquimal de expressdo € visto em culturas de células tumorais que
possuem um fendtipo agressivo e migratorio. Desta forma, a superexpressao
de vimentina com alteracdo da expressao ou da localizacdo de e-caderina e
cateninas se associam com migracdo de células neoplasicas (GILLES et al.,
2003; KOKKINOS et al., 2007; ONDER et al., 2008).
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3. OBJETIVOS
Diante do exposto e visto a alta incidéncia das neoplasias maméarias em
cadelas, bem como de seu valor como modelo experimental para o estudo das

neoplasias mamarias humanas, este estudo teve como objetivos;

e Avaliar e quantificar as expressdes de p53, p63, TGFB, E-
caderina, pSmad2 e Vimentina nos tecidos mamarios normais e
neoplésicos (metastaticos e n&o-metastaticos) de mama de
cadelas pela técnica de imunoistoquimica;

e Comparar os achados com o prognéstico das cadelas envolvidas

neste estudo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Coleta do Material

O presente estudo teve parecer favoravel do Comité de Etica no Uso de
Animais (n. 161/2009 — CEUA) e para a composicdo da pesquisa foram
utilizadas 30 cadelas, sem predilecdo por raca e idade, da casuistica do HV da
FCAV/Unesp, Jaboticabal, SP.

A inclusdo dos animais foi condicionada ao consentimento livre e
esclarecido de seus proprietarios. ApOs esclarecimento sobre o protocolo
experimental, as cadelas passaram pelo atendimento inicial no Servico de
Oncologia Veterinaria (SOV) da FCAV, onde foram feitos exames fisicos e
laboratoriais iniciais, bem como as radiografias toracicas para o estadiamento
clinico da paciente.

As mastectomias foram realizadas no Servico de Reprodugéo e
Obstetricia Veterinaria do HV da FCAV. O material coletado era levado ao
laboratorio do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV onde era feita a
fixacdo em formalina tamponada a 10%. Posteriormente, as amostras foram
processadas rotineiramente, cortes de 4p foram feitos, em um total de sete
para cada amostra, sendo um para a coloracao pelo método de Hematoxilina e
Eosina (H.E.) e os demais para a técnica de imuno-histoquimica.

Na andlise em microscopia de luz, foi feita a classificacdo da neoplasia,
segundo os critérios da Organizacdo Mundial da Saude (MISDORP et al.
1999), e avaliou-se também a presenca de émbolos em vasos sanguineos e
linfaticos, a invasdo do tecido adjacente e de metastases em linfonodos
inguinais e/ou axilares.

Para o monitoramento das cadelas foram obtidas informacdes de cada
paciente como realizacdo de quimioterapia, aparecimento de recidivas e
metastases, além do tempo de sobrevida. A média do periodo de
acompanhamento foi de 17 meses (variando de 5 a 30 meses). Estas
informacgdes foram obtidas através do Servigco de Oncologia Veterinaria do HV
da FCAV. O tempo de sobrevida foi contado do momento do diagnéstico até a
Gltima consulta do animal ou até a morte devido a progressado da doenca. A

recidiva foi definida como a ocorréncia de outra neoplasia mamaria apos a
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cirurgia. A pesquisa foi desenvolvida no periodo de agosto de 2008 a maio de
2010.

4. 2. Grupos Experimentais

Dos animais selecionados, foram formados 0s seguintes grupos:

G1: dez animais com neoplasias maméarias benignas;

G2: dez animais com neoplasias mamarias malignas sem metastase;

G3: dez animais com neoplasias mamarias malignas com metastase
para linfonodos regionais e/ou 6rgéos distantes.

Para a comparacdo das reacdes de imuno-histoquimica, foram
selecionadas mamas normais de cadelas sem historico de neoplasia, dos
Servicos de Necropsia da FCAV/Unesp Jaboticabal e da FMVZ/Unesp
Botucatu.

4. 3. Imuno-histoquimica

As reacBes de imuno-histoquimica foram realizadas no Servico de
Patologia Veterinaria da FMVZ — Unesp Botucatu, usando-se os anticorpos da
Tabela 1:

Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados com especificacdo de clone, diluicdo e

fabricante.

Anticorpo Clone Diluicéo Fabricante
anti-p53 CMm1 1:500 Novocastra
anti-p63 4A4 1:200 Dako

anti-TGF NCL-TGFB 1:50 Novocastra

anti-E-caderina NCH-38 1:50 Dako
anti-Vimentina V9 1:50 Invitrogen
anti-pSmad2 Ser 465/467 1:300 Chemicon

Apb6s desparafinizacdo e hidratacdo em uma sequéncia de xilol e alcool,
seguiu-se a recuperacdo antigénica com solucdo tampéao de citrato 10mM pre-
aguecido, pH 6,0 em banho-maria por 20 minutos para o anticorpo anti-p63 e
em panela de pressdo (Pascal Dako), de acordo com o programa pré-
estabelecido pelo fabricante, para os anticorpos anti-p53, anti-E-caderina e

anti-Vimentina. Para a recuperacdo antigénica do anticorpo anti-TGFB foi
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utilizada solugcédo de EDTA pré-aquecida, pH 8,0 e de Tris-EDTA pH 9,0 para o
anticorpo anti-pSmad2, ambos em banho-maria por 20 minutos. O bloqueio da
peroxidase enddgena foi feito com solucdo de agua oxigenada 8% em metanol
por 20 minutos e, em seguida solucdo de leite em pé desnatado (Molico®) 3%
por 1 hora. As laminas de p53, TGFB, E-caderina, Vimentina e pSmad2 foram
incubadas com o anticorpo primario overnight a 4° C e por 2 horas a 37° C para
as do p63.

O complexo secundario utilizado foi o kit EnVision (Dako K4065) para os
anticorpos anti-p53 e anti-p63 e o Advance HRP (Dako K4068) para o anti-
TGF, anti-E-caderina, anti-Vimentina e anti-pSmad2 e todas as laminas foram
lavadas com solucdo tampéo TRIS pH 7,4 entre as etapas. Para revelacdo das
reacOes foi empregada solucdo pronta para uso de cromdégeno DAB (Dako
K3468) por cinco minutos. Todas as laminas foram contra-coradas com
Hematoxilina de Harris por dois minutos, lavadas em agua corrente por 10
minutos, desidratadas e montadas.

Como controle positivo para a reacdo da p53, foi utilizada uma lamina de
carcinoma de células escamosas de cdo, para e-caderina foi utilizada amostra
de mama normal e para os demais anticorpos, foram utilizados os controles
internos como a epiderme da glandula maméaria para a p63 e pSmad2, os
fibroblastos do tecido mamario para o TGFB e o tecido mesenquimal para a
Vimentina. Em todas as baterias de imuno-histoquimica, uma lamina foi
processada como controle negativo, na qual suprimiu-se o anticorpo primario
substitundo-o por controle negativo universal de camundongo (Dako N1698)
para os anticorpos monoclonais e controle negativo universal de coelho (Dako
N1699) para os anticorpos policlonais.

A avaliac@o das amostras foi feita com aumento de 40X, com auxilio do
programa de andlise de imagens QWin v. 3.0 Leica e uma camera digital Leica
DFC acoplada a um microscopio Leica DMLD. Para analise, foram localizados
os focos de cada lesdo e atribuidas escalas de marcacdo que variaram para
cada um dos anticorpos utilizados. As marcacdes para p53, p63, E-caderina,
TGFB e pSmad2 foram avaliadas como negativo (auséncia de marcagao), com
presenca de controle positivo interno na lamina; (1) 1 a 50% de marcacéo
positiva e (2) acima de 50% de marcacao positiva. A marcagcdo para 0

anticorpo anti-Vimentina foi avaliada qualitativamente, ou seja, marcacéo
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positiva ou negativa nas células neoplasicas. Além desta, outra escala de
pontuacao, foi atribuida para a intensidade de marcacao dos anticorpos anti-
TGFB e pSmad2: (I) para intensidade fraca; (II) moderada e (lIl) forte. Todas as
laminas foram analisadas por dois observadores e os resultados foram
discutidos por ambos para a conclusdo das leituras, quando houve
discordéancia.

4.4. Forma de Analise dos Resultados

As comparacOes entre as escalas de marcacgbes para cada anticorpo
entre os grupos, exceto a para a Vimentina, foram realizadas pelo Teste do
Qui-Quadrado e para a comparacao entre as trés diferentes intensidades de
marcacdo do anticorpo anti-TGFB também foi utilizado o mesmo teste. Para
avaliar a expressdo do anticorpo anti-Vimentina (classificada apenas em
positivo ou negativo) foi utilizado o Teste Exato de Fisher. Todas as analises
estatisticas consideraram o nivel de significancia de 5% e o software de anélise
utilizado foi o Graphpad Prism verséo 4.0.
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5. RESULTADOS
5.1. Dados Epidemiolégicos

Dos 30 animais que compuseram 0S grupos, 12 eram animais sem raca
definida (SRD), seis da raca Poodle, seis Teckel (Daschshunds) e os demais
de outras racas. A idade dos animais variou de 3 a 15 anos, com uma maior
porcentagem entre 7 e 12 anos (67%).

Os tumores foram classificados por um observador de acordo com a
classificagdo da Organizacdo Mundial da Saude (Misdorp et al.,1999). No
grupo 1, composto por neoplasias benignas, todas foram classificadas como
adenomas mamarios. Os tipos histolégicos encontrados no grupo 2 foram cinco
tumores classificados como carcinoma complexo, trés carcinomas simples
padrdao tubular, um padrdo tubulo-papilifero e um padrao solido. Com relacdo
ao grupo 3, quatro tumores foram classificados como carcinoma simples
padrdo tubulo-papilifero, trés padrdo sélido, um padrdao tubular, um padréo
papilifero e um carcinoma complexo (Figura 1 e 2).

Quanto a evolucédo dos tumores, no grupo 1, composto por neoplasias
benignas, um animal veio a 6bito em decorréncia de uma recidiva tumoral
tendo 13 meses de sobrevida e um esta em tratamento quimioterapico devido
ao aparecimento de um carcinoma na outra cadeia mamaria apdés quatro
meses da primeira cirurgia. Os demais animais permanecem em
acompanhamento e sem recidivas.

No grupo 2, trés animais morreram pela evolucao da neoplasia com uma
sobrevida média de 3,8 meses e 0s demais permanecem em acompanhamento
e sem recidivas. Com relacdo ao grupo 3 todas as cadelas vieram a 0bito, duas
no momento da cirurgia por complicacdes cirargicas devido a ma-condicdo
corporal e estadgio avancado da doenca e o restante por evolugdo do tumor
e/ou complicacdes do mesmo levando a uma sobrevida média de 3,9 meses.

Todos os dados epidemiolégicos foram compilados na tabela 2.
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Tabela 2. Resultados do tipo histolégico, idade, raca e tempo de sobrevida de
cada um dos animais dos grupos 1, 2 e 3.

© 0O NOO O~ WNP

=
o

Ad
Ad
Ad
Ad
Ad
Ad
Ad
Ad
Ad
Ad

10

~N ©

00 w o~

SRD
Teckel
Poodle

Boxer
Poodle

SRD
Teckel
Poodle
Pointer
Cocker

13
mais de 22
mais de 12
mais de 10
mais de 8
mais de 16
mais de 6
mais de 6
mais de 5

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

CST
CST
CSTP
CST
CSS
CC
CC
CC
CC
CC

13

\l

13
10
14
12
14

Teckel
SRD
SRD
SRD

Pastor
SRD

Poodle

Poodle
SRD
SRD

mais de 30

mais de 21
5 meses
0,3
mais de 22

6 meses
mais de 7

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

CSP
CSS
CSTP
CSS
CSTP
CSTP
CSS
CC
CSTP
CST

11
12
13
13
9
9
12
15
6
15

Mastin
Teckel
SRD
Poodle
Teckel
Boxer
Teckel
SRD
SRD
SRD

3
2
22
6
0,5
2
0
0
0,76
2

Ad — Adenoma mamaério; CST — Carcinoma simples padrao tubular, CSTP —
Carcinoma simples padréo tubulo-papilifero; CSS — Carcinoma simples padrao
sélido; CSP — carcinoma simples padréo papilifero; CC — Carcinoma complexo.
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5. 2. Avaliagdo imuno-histoquimica

A marcagédo para o anticorpo anti-p53 foi nuclear (figuras 5 e 6). A
auséncia de marcacado somente foi observada no grupo 1, composto por
neoplasias benignas (figura 4). Os maiores percentuais de amostras com niveis
altos de marcacdo (>50% de células marcadas) desta proteina foram
observados nos grupos 2 e 3, compostos por neoplasias malignas, conforme a
figura 3. Nao houve diferenca significativa entre os grupos pelo Teste do Qui-
Quadrado (p<0,05).

Figura 3. Percentuais de amostras negativas, com baixa e alta marcacao para
0 anticorpo anti-p53 nos diferentes grupos experimentais.

80% -

70% -

60% -
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50% -

40% -
Baixa marcacgdo (<50%
30% - de células marcadas)

20% -

10% - Alta marcacdo (>50%
de células marcadas)

O% T T 1
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
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A marcacdo para p63 foi observada no ndcleo das células basais do
tecido mamario e o percentual de marcacéo foi decrescente do grupo 1 para 0s
grupos 2 e 3. As menores porcentagens de marcacao foram observadas nos
grupos constituidos por neoplasias malignas e a auséncia de marcacao
somente foi observada no grupo 3, constituido por neoplasias malignas que ja
apresentavam metastase no momento do diagnostico (figura 7). Ademais, no
grupo 1 observou-se linhas continuas de forte marcacdo das células
mioepiteliais ao redor dos alvéolos mamarios que diminuiram progressivamente
para os grupos 2 e 3. Nao houve diferenca significativa entre os grupos pelo
Teste do Qui-Quadrado (p<0,05).

Figura 7. Percentual de amostras negativas, com baixa e alta marcacéo para o
anticorpo anti-p63 nos diferentes grupos experimentais.

80% -

70% -
Negativo

60% -
50% -

40% - Baixa marcacdo (<50% de

células marcadas)
30% -

20% -

10% - Alta marcacgdo (>50% de
células marcadas)

O% T T 1
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Nas figuras 8 e 9 estdo apresentadas as imunomarcacdes para p63 nas

neoplasias mamarias sem e com metastase.
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A marcacao para o anticorpo anti-TGFf foi citoplasmatica e ndo variou
com relacdo ao percentual de marcacdo entre 0s grupos, pois todos
apresentaram marcacgdo em mais de 50% das células. A variacado foi observada
com relacdo a intensidade de marcacado que foi classificada em fraca (l),

moderada (II) ou forte (lll), conforme pode ser observado na figura 10.

Figura 10. Percentual de amostras com intensidade fraca, moderada e forte
para 0 anticorpo anti-TGFf3 nos diferentes grupos experimentais.

90% -
80% -
70% -
60% -
50% - Fraca

40% - Moderada
30% - Forte

20% -

10% -

0% T T 1
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

BN

Com relagcdo a intensidade da marcacdo pode-se observar que
marcac0Oes fracas foram observadas nos grupos 2 e 3, sendo mais frequente
no grupo 3. Marcacdes moderadas e fortes foram observadas em todos os
grupos (figuras 11 e 12). Nao houve diferenca estatistica para a intensidade de

marcacgao entre os grupos pelo teste do Qui-Quadrado (p<0,05).
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A marcacdo para o anticorpo anti-pSmad2 foi observada no nudcleo das
células epiteliais neoplasicas e também das células do estroma tumoral e estas
marcacOes foram avaliadas separadamente, de acordo com o percentual de
células positivas (figura 13). Com relacdo a marcacdo nuclear das células
epiteliais tumorais, marcagbes negativas foram observadas somente nos
grupos 2 e 3, compostos exclusivamente por carcinomas. No grupo 3,
COmMpOoSto apenas por carcinomas mamarios que ja apresentavam metastase
no momento do diagndstico houve predominio de baixas marcacbes quando

comparado aos demais grupos.

Figura 13. Percentual de amostras negativas, com baixa e alta marcacao para
0 anticorpo anti-pSmad2 nas células epiteliais tumorais nos diferentes grupos
experimentais.
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N&o houve diferenca significativa para a positividade de marcacgéao
nuclear das células epiteliais tumorais entre 0s grupos para este anticorpo pelo
Teste do Qui-Quadrado (p<0,05).
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Com relacdo & marcagéo no nucleo das células estromais, os resultados

estdo apresentados na figura 14.

Figura 14. Percentual de amostras negativas, com baixa e alta marcacéo para
0 anticorpo anti-pSmad2 no nucleo das células estromais nos diferentes grupos
experimentais.
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A auséncia de marcacéao foi observada em todos os grupos. A figura 14
mostra maior presenca de células marcadas nos grupos 2 e 3. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos pelo Teste do Qui-Quadrado (p<0,05).

As figuras 15 e 16 mostram os padrées de marcacao epitelial e estromal

para o anticorpo anti-pSmad2.
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A marcagdo para o0 anticorpo anti-E-caderina foi observada na
membrana celular e no citoplasma das células epiteliais e foi classificada em
percentuais de baixa marcacao (<50% de células marcadas) e alta marcacao
(>50% de células marcadas), ver figuras 18 e 19. Adicionalmente foram
encontradas células epiteliais marcadas entremeadas no estroma mamario e
também em vasos linfaticos, figuras 20 e 21. Ndo houve auséncia de marcacao
em nenhum dos casos analisados.

Apesar de nao ter havido diferenca significativa entre os grupos pelo
Teste do Qui-Quadrado (p<0,05), pela figura 17 observa-se que os altos
percentuais de marcagcdo foram decrescentes do grupo 1 para os demais

grupos.

Figura 17. Percentual de amostras com baixa e alta marcacdes para o
anticorpo anti-E-caderina nos diferentes grupos experimentais.
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A marcagédo para o anticorpo anti-Vimentina foi observada no citoplasma
das células e apenas foram consideradas positivas as células epiteliais
neoplasicas marcadas, desconsiderando a marcacdo das células basais, ver
figuras 19 a 22. As marcacdes foram classificadas em negativa e positiva.

Na avaliacdo deste anticorpo houve diferenca estatistica entre neoplasias
mamarias benignas e malignas pelo Teste Exato de Fisher (p<0,05). N&o
houve diferenca significativa entre as neoplasias mamarias malignas com e
sem metastase.

Os resultados obtidos da leitura do anticorpo Vimentina estéo

apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Percentual de amostras positivas e negativas para a marcagao
imunoistoquimica com Vimentina.

Vimentina Adenomas Carcinomas sem Carcinomas com
mamarios (G1) metastase (G2) metastase (G3)
Negativa 71,52 o° 10°
Positiva 28,5% 100P 90P

Letras mindsculas diferentes na mesma linha significam diferenca estatistica (Teste Exato de
Fisher, p<0,05)
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6. DISCUSSAO

Neste estudo observou-se que a faixa etaria de 7 a 12 anos foi a mais
acometida pelas neoplasias mamarias, o que concorda com LANA et al. (2007)
e DE NARDI et al. (2008), que apontam esta mesma faixa etaria como a de
maior incidéncia de neoplasias mamarias em cadelas.

No grupo composto por neoplasias maméarias benignas, houve um
predominio de animais mais jovens com média de 8,1 anos. Esta observacao
concorda com o trabalho de Sorenmo et al. (2009) no qual houve uma
predominéncia de animais mais velhos com neoplasias mamarias malignas
quando comparadas as benignas. Da mesma forma, entre as mulheres, ha
uma alta predominancia de tumores benignos entre as mulheres jovens
(MEISNER et al., 2008). No entanto, em ambas as espécies, neoplasias
mamarias malignas podem ocorrer entre as fémeas jovens, e estas
normalmente sdo mais agressivas e de pior prognostico (CHUNG et al., 1996;
DE NARDI et al., 2008).

Com relacédo as racas dos animais que compuseram o presente trabalho,
a maioria eram animais SRD, seguida de Poodle e Teckel (Daschshund) e
outras em menor quantidade. Este trabalho foi desenvolvido em um hospital
escola que atende proprietarios com baixo poder aquisitivo e que possui uma
elevada casuistica de animais SRD, o que justifica o alto percentual destes
animais nos grupos, além de haver predominio dos cées mesticos em nosso
pais como um todo (ZUCCARI, 1999; FERREIRA & CASSALI, 2003).

No entanto, Sorenmo (2003) relata que algumas racas possuem um risco
mais elevado para o desenvolvimento de neoplasias mamarias, citando
inclusive Teckel e Poodle como racas predispostas, embora, segundo o proprio
autor, as racas possam variar de acordo com o estudo e a regido geogréfica.
Além disto, 0 mesmo autor sugere que o fato de certas racas serem mais
predispostas pode revelar um possivel envolvimento genético na etiologia da
neoplasia mamaria em cadelas. Assim, um dado importante deste trabalho é
que dois animais do grupo 3 possuiam parentesco de mée e filha (ambas da
raca Teckel), pertenciam a mesma proprietaria e estavam submetidas as
mesmas condi¢bes nutricionais e ambientais, 0 que também pode sugerir um

componente hereditario no aparecimento da neoplasia mamaria.
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Quanto ao tipo histolégico, excluindo o grupo 1 que foi composto apenas
por adenomas mamarios, no grupo 2, composto de neoplasias malignas sem
metastase, haviam cinco carcinomas mamarios simples (com suas
subdivisbes) e cinco carcinomas complexos. No grupo 3, composto de
neoplasias mamarias com metastase, o carcinoma simples foi o mais
frequente, sendo que apenas um animal foi diagnosticado com carcinoma
complexo. Se forem consideradas as subdivisdes do carcinoma simples, a mais
comum foi o carcinoma simples padrao tubulo-papilifero. Sorenmo (2003) relata
que os carcinomas mamarios tubulares sdo 0os mais comuns nas cadelas. Esta
referéncia difere de nossos dados, uma vez que o carcinoma tubulo-papilifero
foi o0 mais comum. No entanto, poucos trabalhos sdo encontrados na literatura
com relacdo a predominancia de cada um dos tipos histolégicos de neoplasias
mamarias dentro da classificacdo da OMS.

Em uma visédo geral, podemos notar que a idade para o aparecimento
das neoplasias mamarias em cadelas ja estd sedimentada e assim, €
necessario que trabalhos de prevencdo sejam feitos em idades inferiores a
estas, com estimulacdo da OSH (ovariossalpingohisterectomia) precoce e
atencdo aos fatores ambientais e nutricionais aos quais estes animais sao
expostos, no sentido de diminuir o numero de cadelas acometidas por
neoplasias mamarias. Além destas observacdes, vé-se que a classificacdo da
OMS para as neoplasias mamarias de cadelas, apesar de existir ha alguns
anos, ainda € pouco utilizada, dando lugar muitas vezes a classificacdo
utilizada para mulheres.

No grupo 1, dois animais tiveram diagnéstico de carcinoma algum tempo
depois da resseccdo de um adenoma mamario e um deles veio a 6bito por
evolucdo da recidiva neoplasica. Este fato concorda com o trabalho de
Sorenmo et al. (2009), no qual estes autores sugerem que neoplasias benignas
podem evoluir para neoplasias malignas e que tumores malignos podem ser o
estagio final de uma evolucéo histologica. Estas informac¢des nos chamam a
atencao para um maior cuidado com as neoplasias benignas, que muitas vezes
sao subestimadas pelos clinicos e oncologistas veterinarios.

Com relacdo a sobrevida média dos grupos, observa-se que a sobrevida
dos animais dos grupos compostos por neoplasias malignas foi menor que a

dos animais do grupo de neoplasias benignas. Estes dados concordam com a
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literatura que cita que animais com neoplasias mamarias malignas possuem
uma sobrevida mais curta do que aqueles com neoplasias mamarias benignas
(PEREZ-ALENZA et al., 2000). Além disto, a sobrevida dos animais com
metastase € menor quando comparada agueles sem metastase, e de fato, a
metdstase é uma caracteristica que influencia diretamente no progndéstico da
paciente e no seu tempo de sobrevida (KHANNA & HUNTER, 2005; HOLLIER
et al., 2009).

Embora a literatura cite que a sobrevida dos animais com neoplasias
mamadarias malignas em 2 anos esteja entre 25% a 40%, o presente estudo ndo
pbde apresentar dados fiéis a estes pois o periodo de acompanhamento médio
dos animais foi de 17 meses (SORENMO, 2003). Além disto, este trabalho
resultou da casuistica do HV da FCAV, o que fez com que 0s animais
entrassem em datas diferentes na pesquisa. No entanto, nosso grupo de
pesquisa, em trabalhos anteriores, encontrou resultados semelhantes aos da
literatura (HATAKA, 2004).

A imunomarcacdo para p53 em neoplasias mamarias de cadelas ja foi
demonstrada por diversos pesquisadores (GAMBLIN et al., 1997; LEE et al.,
2004; BERTAGNOLLI et al., 2009) sendo sempre identificada em altas
guantidades nas neoplasias malignas. Neste trabalho, concordando com a
literatura, apesar de ndo haver diferenca estatistica entre 0s grupos, sua
expressdo também foi maior nos grupos compostos por animais com
neoplasias malignas.

No grupo das neoplasias benignas, trés animais apresentaram mais de
50% de células positivas para p53. Destes, dois animais ja haviam realizado
mastectomias prévias, sem diagnostico histopatolégico, sendo as neoplasias
envolvidas neste estudo consideradas como recidivas. A terceira cadela estava
em sua primeira cirurgia, no entanto, pelo seu monitoramento, pudemos
diagnosticar também uma recidiva 4 meses ap0s esta mastectomia, com laudo
histopatolégico de carcinoma.

Bertagnolli et al. (2009) estudando neoplasias mamarias benignas
mistas sugeriram que a presenca de p53 mutante possa ser um evento
molecular precoce na tumorigénese ou que pode indicar um potencial para a
transformacdo maligna destes tumores. Rohan et al. (1998) concluiram que a

marcacao para p53 em neoplasias mamarias benignas humanas foi associada
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com aumento do risco do desenvolvimento de cancer de mama no futuro. As
duas primeiras cadelas citadas estdo bem e em acompanhamento, sem sinal
de recidivas. A terceira cadela concluiu o tratamento quimioterapico ha 1 més
e também esta em acompanhamento.

A cadela citada no inicio da discussao que veio a 0bito em decorréncia
de uma recidiva agressiva do tumor apresentou baixa, porém positiva
marcacdo para p53. Juntos, estes fatos podem nos levar a sugerir que a
marcacao positiva para p53 em neoplasias benignas possa realmente ser um
indicio de que aquele animal merece ser monitorado com relacdo ao
aparecimento de recidivas.

Lee et al. (2004) compararam a mutacdo génica com a expressao
protéica de p53 nas neoplasias mamarias malignas caninas e concluiram que
ambos séo bons fatores progndésticos.

A marcacdo para p63 foi encontrada no nucleo das células basais do
epitélio glandular, de acordo com Di Como et al. (2002) e Ribeiro-Silva et al.
(2003). A diminuicdo da intensidade e da continuidade de marcacdo das
neoplasias benignas para as malignas, e dentre estas, das sem para as com
metéstase pode indicar destruicdo da camada basal conforme a progressao da
lesdo. Ribeiro-Silva et al. (2003) e Stefanou et al. (2004) observaram baixos
percentuais de marcacdo para p63 nas neoplasias mamarias malignas
humanas e concluiram que a expressdo de p63 pode ser usada como um
diferencial de lesdes in situ para invasivas. Resultados semelhantes foram
encontrados por Bertagnolli et al. (2009) em um estudo com neoplasias
mamarias mistas de cadelas. Ademais estes achados suportam a hipotese de
que a camada mioepitelial normal serve como “supressora tumoral natural’, ja
que estas células se tornam mais escassas conforme o tumor se torna mais
invasivo (POLYAK & HU, 2005).

Guo et al. (2009) utilizando modelos experimentais em ratos
demonstraram que a isoforma com terminal N TA da p63 é essencial para
inducdo da senescéncia celular e que a sua deficiéncia aumenta a proliferacao
e permite a oncogénese in vivo. Como no presente estudo as neoplasias
mamarias malignas apresentaram diminuicdo da expressdo de p63 e o

anticorpo utilizado marca as duas isoformas da proteina (TA e AN), pode-se



43

sugerir que as outras isoformas da p63 também podem ter participagdo na
supresséao tumoral.

Recentemente, Adorno et al. (2009), em um estudo utilizando linhagens
celulares especificas demonstraram que em presenca de p53 mutante as
células neoplasicas maméarias humanas adquiriram a habilidade de migrar,
invadir e metastatizar em ensaios in vivo e in vitro. Assim, comparando as
afirmacdes de que a p53 e a p63 sdo indutoras de apoptose em resposta a
danos no DNA com os dados deste trabalho, temos que estes dois
mecanismos podem estar contribuindo para a progressao tumoral, dentre
outros meios, inibindo a apoptose e permitindo a migracao celular.

A transicdo de células epiteliais em mesenquimais tem sido bastante
estudada nos anos recentes em neoplasias, inclusive nas mamarias
(TOMASKOVIC-CROOK et al., 2009; MICALIZZI et al., 2010; TAYLOR et al,
2010). Nesta transicdo as células perdem as suas propriedades juncionais com
as células adjacentes e adquirem fenotipo mesenquimal, que possibilita a
migracdo e a metastase (MICALLIZI et al., 2010).

Na literatura estudada, o TGFB aparece como um potente indutor desta
transicdo. Neste trabalho foi avaliada a expressdo imuno-histoquimica deste
fator de crescimento e observou-se que o percentual de células marcadas néo
variou entre os grupos. A variacdo observada foi com relacdo a intensidade de
marcacao nas células e apesar de nao ter havido diferenca significativa entre
0s grupos, houve uma maior concentragdo de amostras com menor intensidade
entre as neoplasias malignas.

Em geral, o TGFB possui um efeito inibitério sobre o crescimento
neoplasico nos estagios precoces da carcinogénese, no entanto, ele muda para
uma funcdo pro-oncogénica durante a progressdo tumoral (MASSAGUE,
2008). Bierie & Moses (2009) afirmaram que o ganho ou a perda da sinalizacao
do TGFpB nas neoplasias malignas pode promover metastase. Klopfleisch et al.
(2009) encontraram diminuigdo da expressdao de TGFB tanto em adenomas
COmo em carcinomas mamarios caninos e sugeriram gque esta diminuicdo pode
exercer efeito estimulatério para o crescimento celular nas neoplasias mais
avancadas, sendo associada ao aumento da atividade proliferativa destas
células. Neste trabalho, considerando-se a intensidade de marcacdo das

células, pode-se observar que houve também diminuicdo da expressao do
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TGFB nas neoplasias malignas e, dentre estas, das sem metastase para as
com metastase, concordando com os autores acima citados.

Kim et al. (2007) demonstraram que o TGFB1 é capaz de induzir EMT em
células epiteliais alveolares in vitro em uma maneira concentragdo-dependente,
com o inicio da transicdo ainda em baixas concentracdes deste fator de
crescimento. O anticorpo utilizado para marcar o TGFf neste trabalho, marca
seus trés ligantes (TGFB1, 2 e 3), desta forma, mesmo tendo encontrado
diminuicdo da expressdo do TGF nas células, ela pode ndo necessariamente
se referir ao TGFB1. Ademais, de acordo com este autor, a transigao pode ser
iniciada ainda em baixas concentracbes do marcador o que pode sugerir que
esta perda na expressao do TGFB pode nao ter influenciado em seu potencial
de induzir a EMT.

O TGFp possui duas vias de acao, a via candnica e a ndo-canonica. Na
via candnica, ele fosforila os Smads 2 e 3 que vao ao ndcleo e agem como
fatores transcricionais. Desta maneira, a atividade dos Smads reflete a
atividade do TGFB (SHI & MASSAGUE, 2003). No presente estudo, 0s
menores percentuais de marcacao para o pSmad2 foram encontradas no grupo
de carcinomas com metastases, no qual também foram encontradas as
menores intensidades de marcagcdo para o TGFB, o que revela uma
concordancia entre a atividade do pSmad2 e do TGF[3 e corrobora os achados
de Klopfleisch et al. (2009), ja citados anteriormente.

Ganapathy et al. (2010) avaliando carcinomas de células escamosas da
pele de humanos, observaram que a diminuicdo da expressao de pSmad2 no
ndcleo das células neoplasicas correlacionou-se com a perda da diferenciacao
e sugeriram associa¢ao deste fenétipo com a diminui¢ao da atividade do TGFf
e 0 aparecimento de metastases. Apesar de nao ter havido diferenca estatistica
entre os grupos, houve uma tendéncia de que as menores marcac¢des no
nacleo das células epiteliais neoplasicas ficassem concentradas no grupo 3,
composto apenas por carcinomas metastaticos, concordando com estes
autores.

Liapis et al. (2007) investigaram o padrdo de expressdo do pSmad2 em
carcinomas mamarios de mulheres e sua correlacgdo com marcadores de
proliferagéo e invasao previamente estabelecidos. Os autores observaram que

além das células epiteliais neoplasicas foi marcado também o nucleo das
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células do estroma tumoral e sugeriram que o pSmad2 pode exercer um papel
duplo de acordo com sua distribuicdo. Ainda de acordo com estes autores, a
localizacdo no nucleo das células epiteliais revelaria um fendtipo menos
agressivo, enquanto que a localizacdo estromal foi associada com maior
potencial invasivo destas neoplasias.

Com relacéo as marcacdes estromais, nossos dados também concordam
com Liapis et al. (2007), uma vez que 0s maiores percentuais de marcacao em
células estromais foram igualmente observados nos grupos formados por
neoplasias mamarias malignas. Apesar da falta de diferenca estatistica entre
0S grupos observa-se que baixas marcagOes epiteliais acompanham
marcacfes estromais mais elevadas e tendem a se relacionar com fenotipos
mais agressivos.

Um segundo passo importante na transicdo epitelial-mesenquimal é a
perda das moléculas de adeséo entre as células epiteliais como a E-caderina, e
a aquisicao de Vimentina (MICALIZZI et al., 2010). No presente estudo, foram
avaliadas as expressdes de E-caderina e Vimentina nas neoplasias mamarias.

Com relacdo a E-caderina, mesmo ndo tendo havido diferenca
significativa entre os grupos, houve diminuigdo progressiva na expressao desta
proteina das neoplasias benignas para as malignas e dentre estas, das sem
para as com metastase. Estes dados concordam com Onder et al. (2008) no
sentido de que esta reducdo em sua expressao protéica € frequentemente
observada durante a progressdo das neoplasias mamarias e pode estar
associada com a disseminacdo metastatica, ja que promove a desagregacao
das células neoplasicas. A auséncia de diferenca significativa entre os grupos
pode se justificar pelo reduzido nimero amostral deste trabalho.

Restucci et al. (1997) e Matos et al. (2006), demonstraram que a
expressdo de e-caderina estava relacionada ao tipo histol6gico das neoplasias
mamarias de cadelas, encontrando baixas expressdes desta proteina entre 0s
carcinomas sélidos e comparativamente alta entre os tubulo-papiliferos. Em
nosso estudo, dos quatro carcinomas solidos apenas um apresentou baixas
marcacdes para e-caderina e dentre o0s cinco tubulo-papiliferos, dois
apresentaram expressfes reduzidas para a proteina, mostrando uma possivel

inversdo dos resultados. Entretanto, o baixo nimero amostral neste trabalho



46

ndo nos permite inferir qual tipo histolégico esta mais associado a perda ou
reducdo da expresséao de e-caderina.

Knudsen & Wheelock (2005), comparando diferentes tipos histolégicos do
carcinoma de mama de mulheres, relataram que o0s carcinomas ductais
invasivos, apesar de agressivos, expressam e-caderina. Esta expressao pode
ser reduzida ou sua localizacdo pode ser anormal na célula, fora dos sitios de
adesao as células vizinhas, como as marcacdes citoplasmaticas encontradas
neste trabalho. Estes autores referem que ndo sé a diminuicdo da expressao,
mas também um padrdo heterogéneo de marcacao para esta proteina, podem
ser indicadores de progndstico desfavoravel.

A imunomarcacdo para vimentina foi avaliada nas células epiteliais
neoplasicas da glandula maméria e houve diferenca significativa para
positividade destas células das neoplasias benignas para as malignas. Isto
mostra que a aquisicdo de um fendtipo mesenquimal possa ser realmente um
passo importante no desenvolvimento de neoplasias mais agressivas com
capacidade para a formacéo de metastases. Sarrio et al. (2008) sugerem que a
ativacdo das vias de EMT com a diminuicdo da expressdo protéica de e-
caderina e expressdo de vimentina, se correlacione com o grau histolégico do
tumor, sendo mais frequente nas neoplasias mamarias mais agressivas como
as do subtipo basal em mulheres, o que se assemelha aos resultados deste
trabalho. Além destes, pode-se sugerir que a vimentina pode ser um marcador
diagnéstico, diferenciando os carcinomas dos adenomas mamarios de cadelas
e também progndstico, ja que neoplasias sob EMT possuem comportamento
mais agressivo.

Foram encontradas células marcadas para E-caderina no estroma tumoral
e também em émbolos neoplasicos nos vasos linfaticos. Estes achados se
equivalem ao que ocorre na migracdo coletiva, definida pela migracdo de um
grupo de células sem a perda de suas proteinas de adesdo intercelulares,
como a e-caderina. Como a EMT completa geralmente resulta no movimento
de células sozinhas, assim, a migracao coletiva s6 pode ser observada na
auséncia de EMT ou quando esta é incompleta (RORTH, 2009).

Diante do exposto, verifica-se que a EMT parece estar envolvida na
evolucdo e na progressdo das neoplasias mamarias caninas, uma vez que

neoplasias mais agressivas apresentaram menores expressoes de e-caderina
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e foram, em sua maioria, positivas para vimentina. O TGF[3 pode ser realmente
um indutor de EMT nestas células e que, além da EMT, a migracao coletiva
também parece ocorrer simultaneamente nas neoplasias mamarias durante a
invasao e a metastase.

Outros autores tém estudado o papel da EMT nas neoplasias mamarias
humanas (TRIMBOLI et al., 2008; SARRIO et al., 2008), no entanto, NoSso
trabalho é pioneiro no estudo do papel desta transicdo nas neoplasias

mamarias de cadelas.
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7. CONCLUSOES

Diante dos resultados providos pelo presente trabalho, pode-se concluir
gque a expressdo da p53, apesar de ter seu papel estabelecido em neoplasias
malignas, deve ser também investigada no que diz respeito ao comportamento
das neoplasias mamarias benignas de cadelas.

A p63 é um marcador especifico também para as células mioepiteliais
mamarias caninas, uma vez que nao houve marcagao em outros tipos celulares
da mama de cadelas. A presenca de uma camada de células basais intacta
pode ser indicativa de melhor progndstico, j& que a mesma parece estar
diminuida ou ausente nas neoplasias mamarias malignas com metéstase.

Existe a evidéncia de que a EMT e a migracdo coletiva estejam
envolvidas na disseminacdo metastatica das neoplasias mamarias caninas e
que a expressao de vimentina pode ser um indicador de mau prognostico nos
carcinomas espontaneos de cadelas.

A presenca de pSmad2 no nucleo das células epiteliais tumorais pode
refletir a atividade do TGFB nestas neoplasias e ha uma tendéncia de que a
localizagdo da marcacao do pSmad2 na neoplasia seja correlacionada com seu
potencial invasivo.

A EMT pode estar sendo induzida pelo TGFB mesmo em baixas
concentracbes, no entanto, mais estudos sdo necessarios nesta area para
firmar resultados que comprovem o papel de cada um destes marcadores na
progressao dos carcinomas mamarios de cadelas.

De uma maneira geral, baixas expressdes de p63, e-caderina TGFB e
pSmad2 no nucleo das células epiteliais e elevadas expressdes de p53
mutante e vimentina (no citoplasma das células epiteliais tumorais) parecem
estar relacionadas a prognosticos desfavoraveis, uma vez que estas foram
mais frequentes nos grupos compostos por carcinomas. No entanto, apesar da
tendéncia do arranjo destes marcadores desta forma, estudos com um maior
namero amostral devem ser realizados para comprovar a relacdo dos mesmos

com o prognéstico das neoplasias mamarias de cadelas.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho abre as portas para uma nova linha de pesquisa em
oncologia veterinaria, jA& que a EMT é uma area recente que vem sendo
estudada na medicina humana.

A partir daqui pretendemos realizar estudos com um numero maior de
animais e também investigar outros marcadores envolvidos no processo de
EMT, além da aplicacdo de novas técnicas diagnésticas como a PCR, o
Western blot, dentre outros. Assim, poderemos ter maiores informacdes a
respeito da progressdo e da formacdo das metastases nas neoplasias

mamarias de cadelas.
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ABSTRACT

The immunohistochemical expression of p53 and p63 was studied in benign tumors and
carcinomas of the canine mammary gland (10 benign, 10 non-metastatic carcinomas and 10 metastatic
carcinomas) to determine the role and the correlation between these proteins in development and
progression of this kind of canine tumors. p53 was observed at the nuclei of the neoplastic epithelial cells
with increased positivity from benign to malignant. p63 was expressed in myoepithelial cells of all
tumors, with loss of continuous cell layers and expression from benign to malignant, and non-metastatic
to metastatic. Despite the fact it was not observed correlation between p53 and p63 no significant
differences were observed, our data support the notion that these proteins may be important in the
development and progression of canine mammary neoplasms.

Keywords: bitches, mammary tumor, p53, p63

INTRODUCTION

Mammary tumors are often diagnosed in bitches and represent approximately 25-50% of all
tumors diagnosed in these female dogs, and 41-53% of these tumors are malignant (6, 9, 22), with an
incidence of two or three times than the observed among women (3).

Despite the progresses, breast oncogenesis continues to be a process of several steps connected
to more than one molecular alteration (30). The malignant transformation of normal cells requires an
accumulation of autonomous mutations in DNA resulting in cell proliferation, escape of the cell cycle
control and resistance to apoptosis (2, 12, 14).

Metastasis and invasion are biological features of malignant tumors that have direct influence on
treatment and prognosis of breast cancer patients (13).

During years, veterinary pathologists have focused on histopathological grade to determine the
prognosis. However, the increased availability of antibodies for immunohistochemical studies has
allowed additional criteria to be evaluated. As genetic alterations are responsible for many tumor types,
the expression of inumerous oncogenes and tumor suppressor genes has been determined in different
histological types of breast tumors and associated with increased malignancy and poor prognosis (19).

TP53 gene is a tumor suppressor and the more frequent site of genetic alterations in human
malignancies. The p53 protein, a product of the TP53 gene, controls the expression of a variety of genes
involved in cell cycle regulation. Hypoxia and DNA damages are some events that can activate the p53
downstream (11, 16, 17).

The majority of mutations on TP53 gene are missense that changes only one aminoacid from one
protein to another. This may alter the binding of the protein to DNA or to transcriptional factors,
corrupting the signal from p53 to the cellular machinery or it may unnaturally increase the stability of the
protein, corrupting the delicate balance of synthesis and degradation that controls the levels of p53 in the
cell (11, 16).

Thus, if considering the role of p53 in the cell cycle arrest and apoptosis in response to genotoxic
damages in cells, it can be stated that the loss of p53 function may allow damaged cells to survive and
proliferate without control (1, 25, 27).

The TP63 gene displays a high sequence and structural homology with TP53. It's gene
transcription is based on two distinct promoters and alternative splicings responsible for two protein
classes (TA and AN). Despite their structural homology, they apparently have different functions and at
least 6 isoforms. The three TA isoforms contain a transcription domain similar to p53 (4). Many studies
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have shown that p63 can also induces apoptosis, however, this protein rarely shows mutation in human
cancers (5, 8, 18, 29).

p63 expression is observed in the nuclei of basal cells of normal epithelia (skin, esophagus, cervix,
vagina and others) and also in certain populations of basal cells of glandular structures. It is specifically
expressed in myoepithelial cells of breast and considered a specific marker for these cells in normal breast
tissue (7, 18).

In women it is expressed in a decreasing manner in benign to malignant breast lesions and its

expression is too low in invasive carcinomas, since the main criteria to classify an invasive carcinoma is
the loss of myoepithelial cells.
However, p63 loss in breast myoepithelial cells cannot be used as a single marker of invasiveness for in
situ carcinomas (21, 26). However, it is unclear what leads to the disappearance of myoepithelial cells in
invasive tumors, it may be through selective elimination by apoptosis, or by disruption of normal
differentiation of myoepithelial cells and how this contributes to tumor progression (20, 24).

Given the high incidence of mammary neoplasms in dogs and the evidence of involvement of
these proteins in the development and neoplastic progression, this study aimed to investigate the
immunohistochemical expression of the p53 and p63 proteins in adenomas and carcinomas with and
without metastasis and the correlation between then.

MATERIALS AND METHODS

The study protocol was approved by the Ethics Border on Animal Experimentation (CEEA).
Thirty cases of canine mammary gland tumors with no breed or age predilection, were retrieved from the
Department of Veterinary Pathology of S8o Paulo State University, Jaboticabal campus.

The animals were allotted in three groups: (G1) 10 benign tumors; (G2) 10 mammary
carcinomas without metastasis at the diagnoses and (G3) 10 metastatic mammary carcinomas.

All dogs were females, ranging from 3 to 15 years of age.

Immunohistochemical staining

All tissue samples were routinely fixed in 10% neutral formalin and embedded in paraffin.
Sections of 4 um were cut from one representative block of each case and collected onto glass slides. The
slides were deparaffined, rehydrated in graded alcohols and submitted to heat-induced antigen retrieval
with citrate 10 mM, pH 6,0 in water bath during 20 minutes for p63 and in pressure cooker (Pascal
Dako)for p53. Endogenous peroxidase acitivity block was performed with 8% hydrogen peroxide in
methanol.

Primary antibodies were diluted in phosphate-buffered saline and incubated for 60 minutes at 37°
C (anti-p63) and for 18 hours at 4° C (anti-p53). Primary antibodies used for immunohistochemical
evaluation included a monoclonal anti-human p63 (1:200, clone 4A4, Dako) and an anti-human
polyclonal p53 antibody (1:500, clone CM1, Novocastra).

The secondary complex used was the EnVision (Dako). Diaminobenzidine (DAB) was used as a
chromogen. Slides were counterstained with Mayer’s hematoxilin, washed in running water for 5
minutes, dehydrated, and mounted in a synthetic medium. Adjacent normal tissue was used as positive
control for p63 and canine mammary tumors previously known to express high levels of p53 were used as
positive controls. Negative controls were obtained by omission of primary antibodies.

Evaluation of immunohistochemical data and Statistical analysis

The number of p53 and p63 reactive cells were assessed semiquantitatively by two different
pathologists using a score system: 0 = no staining, 1 = between 1 and 50% of stained cells (low staining)
and 2 = tumors with > 50% stained cells (high staining).

Statistical analysis was performed using the Graph Pad Prism v.4 software. The comparisons
between different groups and p53 and p63 expression were analyzed by Fisher’s Exact test. To determine
the correlation between antibodies, data was analyzed by Spearman’s correlation test.

RESULTS AND DISCUSSION

According to literature p53 staining was nuclear (see figure 2). No staining was observed only in
G1 (Group 1), composed by benign neoplasms. High levels of staining were observed in G2 and G3,
composed by malignant tumors (See figure 1A). No statistical difference was found for p53 staining
between experimental groups (p<0,05).
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p53 staining in mammary tumors has been demonstrated by several authors (4, 10, 15), and
always identified in high staining in malignant neoplasms. In the present study, despite no statistical
difference between experimental groups, p53 staining was higher in malignant than benign tumors.

However, there were also samples with high staining in the group of benign neoplasms. This
study differs from data derived from similar immunochistochemical analysis of canine mammary tumors,
which showed that the incidence of the p53 positive staining in carcinomas was significantly higher in
benign tumors. In a study with benign mixed tumors, the authors suggested that the overexpression of p53
may indicate a higher malignant potential of these tumors and that this positivity may be an early
molecular event on mammary tumorigenesis (4). In human benign neoplasms, some researchers
concluded that p53 staining was associated with increasing risk of developing a breast cancer in the future
(23). In our study, an animal that showed higher staining for p53 in G1, showed recurrence and is being
treated with chemotherapy, due to a carcinoma.

p63 staining was observed at the nuclei of basal cells of mammary tissue surrounding the alveoli
and the percentage of staining was decreasing from group 1 to group 2 and group 3, in agreement with
previous reports (7, 21). Lower levels of staining were observed in malignant tumors and no staining was
found on metastatic carcinomas (G3), see figure 1B.

A B

Fig. 1. Percentage of negative, low and high staining for p53(A) and p63(B) in different experimental
groups.

Despite there was no significant difference between groups (p<0.05), graph B shows that the
lower staining for p63 was observed in G3, composed by metastatic carcinomas. In addition, in G2 and
G3, a discontinuous layer of staining was observed (see figure 3). The myoepithelial cells play an
important role in the distinction of tumors in situ when compared to invasive tumors. The later shows loss
of myoepithelial cells and discontinuous myoepithelial cell layers. In the present study, myoepithelial cells
showed a progressive loss of immunoreactivity for p63 as tumors developed from benign to malignant.
Similar findings were found in human mammary tumors and by other authors in mammary tumors of
bitches (4, 21, 26). In addition, these findings support the hypothesis that normal myoepithelial layer acts
as “natural tumor suppressor”, once these cells become more scarce as the tumor become more invasive
(20).

Based on the evidence that in vitro studies suggested that mutant forms of p53 may interact with
p63 and, thus, change its stability (10), we investigated a possible association between the p63 and p53
expression and no correlation was observed.

Although mutations in p53 generally leads to formation of a defective protein that accumulates in
the nuclei of cells and can be detected by immunohistochemistry, the lack of concordance between
immunohistochemical overexpression and mutations was demonstrated (28). In this study an increase in
mutant p53 staining and a decrease in positivity for p63 was observed according to neoplastic progression.
If compared with previous reports wich say that p53 and p63 are capable of inducing apoptosis due to
DNA damage (8,17), these findings support the idea that a decrease in these proteins expression may be
due to an apoptosis inhibition wich leads to the progression of canine mammary carcinomas.
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Fig. 2. Complex carcinoma (G2). High nuclear
staining of p53. Immunochistochemistry, 500x.

A B

Fig. 3. Non-metastatic solid carcinoma (A) and Metastatic solid carcinoma (B). See the loss of
imunoreactivity and the discontinuous myoepithelial cell layers for A to B. Immunohistochemistry, 400x.

In conclusion, the expression of p53 is higher in malignant then in benign tumors and the
opposite happens with p63. This may be related to the development and progression of benign and
malignant tumors. Thus, p63 can act as a tumor suppressor and may be present in different ways in in situ
and invasive tumors. High expression of p53 in benign tumors may be due to a malignant potential of this
neoplasms. However, further studies are needed to confirm this data and establish the real prognostic
value of these markers, isolated or associated, in the veterinary medicine diagnostic routine.
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