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Resumo

O estudo dos tumores mamarios em cadelas revela-se um excelente modelo para a
investigacdo clinico-patoldgica, diagnostica e prognostica de neoplasias mamarias. As
interleucinas desempenham um papel fundamental no cancer, em especial a interleucina-8
(IL-8), que possui propriedades tumorigénicas e pré-angiogénicas e a interleucina-12 (IL-12),
com propriedades anti-metastaticas e anti-angiogénicas. O marcador tumoral antigeno-
carboidrato (CA 15-3) tem importante significado clinico no seguimento de pacientes com
neoplasia mamaria. Além disso, o DNA livre circulante de celulas tem sido considerado um
candidato a biomarcador para tumores. Assim, foram objetivos deste estudo mensurar 0s
niveis séricos das proteinas IL-8, IL-12, CA 15-3, bem como estimar o nimero de copias das
sequéncias CAN SINEs relacionando-os aos parametros clinico-patoldgicos e a sobrevida do
grupo a fim de inferir o possivel valor prognostico desses marcadores para o cancer de mama.
Através do ensaio imunoenzimatico e da técnica de PCR em tempo real foram avaliadas 33
cadelas com neoplasia mamaria e 50 cadelas controle e suas concentracdes foram
estatisticamente relacionadas aos parametros estabelecidos. Foi encontrada diferenca
significante entre os niveis séricos de IL-8 nas cadelas com neoplasia mamaria quando
comparadas ao grupo controle e além disso, verificou-se aumento de IL-8 em relacdo a
evolucdo tumoral, ao envolvimento linfonodal, recidiva e 0bito. Baixos niveis de IL-12 foram
observados em cadelas com tumores com maior tempo de evolucdo, cadelas com idade
superior a 10 anos e, além disso, a alta taxa de sobrevida teve correlagdo com niveis elevados
de IL-12. Assim, 0 aumento da IL-8 e a diminui¢do da IL-12 podem ser considerados
marcadores prognasticos independentes confirmando seu papel como citocina tumorigénica e
anti-tumorigénica, respectivamente. Para o marcador CA 15-3, foram encontrados maiores
niveis em cadelas com envolvimento linfonodal e com a baixa sobrevida do grupo. Na
estimativa do nimero de copias de CAN SINEs foi encontrada diferenca significante em
relacdo aos parametros indicadores de pior progndstico e baixa sobrevida. Nossos resultados
mostram que as proteinas IL-8, IL-12 e CA 15-3, bem como as sequéncias SINES podem ser
utilizadas como marcadores progndsticos ndo invasivos na pesquisa do cancer de mama,

sendo Uteis na predicdo de progressao e recidiva tumoral em cadelas com neoplasia mamaria.

Palavras-chaves: neoplasia mamaria, cadelas, marcadores prognosticos, inflamacgéo
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Abstract

The study of mammary tumors in dogs appears to be an excellent model to investigate the
clinical and pathological diagnosis and prognosis of breast cancer. Interleukins play a key role
in cancer, particularly interleukin-8 (IL-8), which have tumorigenic and pro-angiogenic
properties and interleukin-12 (IL-12), with anti-metastatic and anti-angiogenic properties. The
tumor marker carbohydrate antigen (CA 15-3) also has important clinical significance in
monitoring patients with breast cancer. In addition, free circulating DNA has been considered
a candidate biomarker for cancer. The objectives of this study were to measure serum levels
of protein IL-8, IL-12, CA 15-3 and to estimate the number of copies of CAN SINEs
sequences relating them with clinicopathological parameters and survival of the group, in
order to infer a likely value as prognostic markers in breast cancer. Through enzyme
immunoassay and real-time PCR were evaluated 33 dogs with mammary cancer and 50
control dogs and their concentrations were statistically related with these parameters.
Significant difference was found between IL-8 serum levels in bitches with mammary
neoplasia in relation to the control group and in relation to disease progression, the lymph
node involvement and in relation to death. Low levels of 1L-12 were observed in female dogs
with tumors with a longer evolution, aged 10 years and in addition, the high survival rate was
correlated with high levels of IL-12. Thus, increased IL- 8 and decreased IL-12 can be
considered independent prognostic markers which confirm their role as tumorigenic and anti-
tumorigenic cytokines, respectively. For the CA 15-3 were found higher levels in dogs with
lymph node involvement and poor survival of the group. In estimating the number of copies
of CANSINEs, significant difference was found regarding the parameters indicators of poor
prognosis and low survival. Our results show that IL-8 protein, IL-12 and CA 15-3, and the
effect of SINEs can be used as noninvasive prognostic markers in breast cancer research and

is useful in predicting progression and tumor recurrence in bitches with mammary cancer.

Keywords: mammary cancer, dogs, prognostic markers, inflammation
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Lista de abreviaturas e simbolos

ul micro-litro

pm micromol

°C Graus Celsius

AFIP do inglés Armed Forces Institute of Pathology
Arg Arginina

bp do inglés base pare

BSA do inglés Bovine Serum Albumin

CA 15-3 do inglés carbohydrate antigen

Ct do inglés Cycle Threshold

DNA Acido Desoxirribonucléico

EDTA do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid
ELISA do inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay

FAMERP Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto

g Grama

Glu Glutamina

HE Hematoxilina-eosina

H,O Férmula quimica da 4gua

H,0, Formula quimica do perdxido de hidrogénio
H,SO, Acido sulfurico

HRP do inglés horseradish peroxidase
IFN Interferon

INCA Instituto Nacional do Cancer
IL-8 Interleucina -8

IL-12 Interleucina -12

IL-18 Interleucina -18

IC Intervalo de confianga

Leu Leucina

LINEs Long interspersed element

mg Miligrama

mL Mililitro

mM Milimolar



MUC Mucina

ng Nanograma

NK do ingles natural killer

OMS Organizacdo Mundial da Saude

OR odds ratio

PBS do inglés phosphate buffer solution

PCR do inglés polimerase chain reaction

pg picograma

pH Potencial Hidrogenibnico

RNA Acido ribonucléico

RNAt RNA transportador

ROC do inglés receiver operating characteristic

S.E.M. Desvio Padrdo

SINE do inglés short interspersed element

TMB Tetrametilbenzidina

TEs do inglés element transponible

TNF do inglés tumor necrosis factor

TNM Sistema de estadiamento clinico, T= tumor, N=linfonodo (do inglés node), M=
metéstase

TRIS tris(hidroximetil)aminometano

U Unidade
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I. INTRODUCAO

O cancer de mama é uma preocupacdo mundial, sendo esta, a neoplasia mais comum
entre as mulheres e a quinta maior causa de morte relacionada ao cancer. 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. Dados do Instituto Nacional do Cancer - INCA (2010) estimam a
ocorréncia de 49.240 novos casos desse tipo tumoral para o ano de 2011.

As taxas de mortalidade por céncer de mama continuam elevadas, muito
provavelmente porque a doenga ainda é diagnosticada em estadios avangados. No Brasil, 0
cancer de mama € 0 que mais causa mortes entre as mulheres desde 1979 (INCA, 2003). Na
populacdo mundial, a sobrevida média ap6s cinco anos é de 61% e apesar do progresso nos
altimos 30 anos no diagndstico e tratamento, essa doenca é ainda responsavel por quase meio
milhdo de mortes por ano no mundo (SNOUSSI et al., 2010).

As neoplasias mamarias sdo igualmente ou até mais frequientes na espécie canina, e
representam aproximadamente 52% de todas as neoplasias no cdo (MacEWEN, 1990;
SORENMO, 1998; ZUCCARI, 2001; QUEIROGA,; LOPES, 2002; ZUCCARI et al., 2008) e
70% de todos os canceres na fémea canina, sendo 41 a 53%, de carater maligno. A espécie
canina, de fato, é 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).

Os tumores mamarios em cadelas prestam-se como modelos apropriados, e validos, ao
estudo da biologia do cancer (SCHNEIDER et al., 1970; MOTTOLESE et al., 1994), assim
como para testes de agentes terapéuticos, ja que animais de estimacdo tém tumores com
apresentacdo histopatoldgica e comportamento bioldgico similares aqueles que acometem o0s
seres humanos, além de semelhantes caracteristicas epidemiologicas (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 os resultados de investigacédo
reportados por diferentes pesquisadores (BRODEY et al., 1983; QUEIROGA,; LOPES, 2002).

Devido as muitas semelhangas compartilhadas por estas duas espécies, € natural

utilizar cdes e suas neoplasias para compreender melhor a patogénese dessa doenca. Seres



humanos e cées de estimacdo também compartilham uma resposta semelhante a cirurgia e
esquemas de quimioterapia (PHILLIPS; LEMBCKE; CHAMBERLIN, 2010).

A prevencdo priméria dessa neoplasia em humanos ndo é possivel devido a
variabilidade dos fatores de risco e as caracteristicas genéticas 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 estrogeno e progesterona e o
uso de contraceptivos, além de dieta impropria e idade avancada aumentam as chances de
desenvolver a neoplasia. Por outro lado, sabe-se que a castragdo antes do primeiro cio reduz o
risco em até 90%, no entanto, o problema maior € a negligéncia dos proprietarios, que so
levam o animal ao especialista quando o nddulo ja tem grande diametro, diminuindo as
chances de tratamento e cura (QUEIROGA; LOPES, 2002).

As pesquisas em cancer tém avangado rapidamente nas Ultimas décadas, sendo
identificadas alteracBes genéticas associadas a tumorigénese, as quais conduzem ao processo
de transformacdo de uma célula normal em uma célula maligna (HAHN; WEINBERG, 2002).
Assim, os fatores genéticos estdo cada vez mais sendo reconhecidos como contribuidores ao
risco de desenvolvimento do cancer de mama (SNOUSSI et al., 2006) e sdo
fundamentais para a melhoria da prevencéo, diagndstico e tratamento destes tumores.

O céncer é um processo complexo que se desenvolve em varias etapas controladas por
perturbacdes genéticas como a ativacdo de oncogenes ou silenciamento de genes supressores
tumorais e descontrole de eventos epigenéticos que ocorrem dentro da célula. Além disso, tem
importancia crescente na atualidade, as influéncias do microambiente tumoral que relacionam
os fatores pré e anti-inflamatorios presentes (HAHN; WEINBERG, 2002; BAYLIN, 2005;
BARTEL, 2009; PIERCE et al., 2009). O padrdo de combinacdo dos genes mutados pode
revelar relagbes funcionais entre genes e cascatas que levam a tumorigénese, e até identificar
alvos para o desenvolvimento de tratamentos clinicos mais efetivos.

A demonstracdo dos pardmetros clinicos e patolégicos com significado prognostico
e/ou terapéutico nesses neoplasmas, € um valioso campo para estudo na medicina veterinaria.
A alta incidéncia e a dificil resposta ao tratamento de cadelas com tumores mamarios tém
estimulado a busca de novos marcadores para uma detec¢do precoce de metastases e melhor
prognostico (DERIN et al., 2007).



1.1. Fatores Progndsticos

O estabelecimento do prognostico e do planejamento terapéutico dos carcinomas de
mama baseiam-se no tipo e grau histolégico do tumor, bem como em outros parametros
clinicos e histopatologicos, 0s quais consistem no sistema de estadiamento TNM, ou seja, no
tamanho do tumor, no comprometimento de linfonodos regionais e nas metastases a distancia
(PEDERSEN et al., 2004).

Esses fatores podem ser utilizados sozinhos ou em combinagdo como marcadores
prognosticos para a verificacdo da sobrevida global, sendo capazes de gerar informagdes
importantes relacionadas ao comportamento clinico dos tumores de mama (RAKHA et al.,
2010). No entanto, muitas vezes ndo conseguem prever a evolucdo da doenga nem tampouco
a resposta ao tratamento quimioterapico. De acordo com van't Veer e colaboradores (2005),
0s maiores fatores preditivos para metastase, como comprometimento de linfonodo ou grau
histoldgico, falharam em classificar os tumores mamarios em relagdo ao seu comportamento
clinico.

O uso de marcadores prognosticos no cancer de mama € importante para a rotina de
diagndstico e pesquisa (ZUCCARI et al.,, 2011). Dessa forma, embora se trate de um
procedimento mais complexo, a avaliagdo da expresséo de um ou mais imunomarcadores de
prognostico apresenta-se como uma ferramenta mais util e conclusiva (THOMAS; BERNER,
2000).

1.2. Marcadores Tumorais Sanguineos

Os avangos no conhecimento da biologia molecular tém proporcionado melhor
entendimento dos mecanismos fundamentais que regulam a proliferacdo e diferenciacdo
celulares, bem como o desenvolvimento de metastases tumorais. Os marcadores tumorais ou
marcadores bioldgicos sdo macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em outros
liquidos biol6gicos, cujo aparecimento e ou alteraces em suas concentracdes estdo
relacionados com a génese e o crescimento de células neoplésicas. Tais substancias
funcionam como indicadores da presenca de tumores, e podem ser produzidas diretamente
pelo tumor ou pelo organismo, em resposta a presencga do tumor. Os marcadores tumorais, em
sua maioria, sdo proteinas ou pedacos de proteinas, incluindo antigenos de superficie celular,

proteinas citoplasmaticas, enzimas e horménios. Esses marcadores podem ser Uteis no manejo
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clinico dos pacientes com cancer, auxiliando nos processos de diagndstico, estadiamento,
avaliacdo de resposta terapéutica, deteccdo de recidivas e prognostico, além de auxiliar no
desenvolvimento de novas modalidades de tratamento. Podem ser caracterizados ou
quantificados por meios bioquimicos ou imuno-histoquimicos nos tecidos ou no sangue, e por
testes genéticos para pesquisa de oncogenes, genes supressores de tumores e alteracdes
geneticas, sendo que cada marcador tumoral tem um valor de referéncia determinado
(ALMEIDA et al., 2007).

A disponibilidade de anticorpos monoclonais que reagem com antigenos associados
aos tumores de mama esta se expandindo progressivamente e, dessa forma, vem permitindo
que se conheca melhor a biologia das neoplasias, oferecendo com isso, uma avaliagdo mais
precisa de prognostico, diagndstico e tratamento (MOTTOLESE et al., 1994). Uma classe
especifica de marcadores sdo 0s biomarcadores sanguineos, que conseguem detectar
precocemente a presenca de células malignas no sangue de pacientes p6s cirurgia (YANG et
al., 2008). Marcadores sanguineos tém vantagens no diagndstico precoce do cancer, pois,
refletem a dindmica do estado fisioldgico e patoldgico, e em especial, 0s niveis séricos destes
marcadores sinalizam antes a manifestacdo dos sintomas clinicos (MAURYA et al., 2007).
Além disso, tem como grande beneficio ser um procedimento de avaliacdo ndo invasivo
(WAUGH; WILSON, 2008).

Pesquisas recentes demonstram crescente variedade de marcadores moleculares que
podem ser utilizados em conjunto com os marcadores morfologicos e histopatoldgicos
presentes nos tumores, refletindo uma avaliagdo mais precisa do prognostico, além de ampliar
as estratégias futuras no tratamento do carcinoma mamario (GONZALEZ-ANGULO et al.,
2007; HICKS; KULKARNI, 2008; GRALOW et al., 2008; DUFFY et al., 2010). De acordo
com Barginear e colaboradores (2008), o estudo de fatores progndésticos classicos ou novos
frequentemente apresentam resultados conflitantes na literatura, tornando necessaria a busca
de outros fatores que possam predizer de forma mais acurada o progndéstico dos carcinomas

da mama.

1.3. Inflamacéo e Cancer

A inflamacdo € um componente critico na progressdo tumoral. Muitos tipos de cancer
surgem a partir de sitios de infecgdo, irritacdo e inflamacdo cronica, deixando claro que o

microambiente tumoral, que é em grande parte controlado por células inflamatorias, tem
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participacdo importante no processo neoplasico, promovendo a proliferacdo, migracéo,
sobrevivéncia celular (COUSSENS; WEB, 2002) e a producdo e/ou ativacdo de fatores anti e
pro-angiogénicos. As atividades coordenadas destes elementos e as interacBes entre eles
podem ter importantes implicaces clinicas (HAIN et al., 2011).

Durante a resposta tecidual associada a lesdo, a proliferacdo de células aumenta
durante a regeneracdo do tecido e diminui apds a remocdo do agente agressor ou do reparo
completo. Em contraste, 0s niveis celulares que sustentam os danos ao DNA e/ou agressao
mutagénica continuam a proliferar em microambientes ricos em células inflamatérias, fatores
de crescimento e citocinas, 0s quais suportam seu crescimento e potencializam o risco as
neoplasias (KAREN et al., 2011).

A infiltracdo tumoral por células imunes supressoras na auséncia de resposta das
células T culmina com a evasdo imune tumor-associada. A presenca de células capazes de
bloguear a ativagdo imune sistémica e local limita a utilizacdo de terapias destinadas a
promover a imunidade antitumoral. Compreender o papel destas células supressoras na
progressdo tumoral e durante a imunoterapia é fundamental para melhorar a eficacia das
terapias cujo alvo é a modulacdo imunologica (STEDING et al., 2011).

A evolucdo do processo inflamatdrio culmina na morte celular, com importantes
consequéncias biologicas. A necrose leva a ruptura da membrana plasmética com liberacdo de
moléculas pro-inflamatdrias intracelulares e dano tecidual adjacente. J& a apoptose remove
células redundantes mantendo a homeostase do tecido de forma nao-imunogénica e sua falha
pode levar ao desequilibrio entre a taxa de proliferacdo e morte do tecido. Nesse sentido, a
apoptose e/ou necrose desempenham papéis fundamentais nas respostas inflamatdrias e
imunologicas, regulando a taxa de maturacdo de células B e T e mantendo a viabilidade das
células envolvidas nos sitios inflamatérios (WESCHE-SOLDATO et al., 2007).

1.4. Citocinas e Cancer

Citocinas sdo glicoproteinas de baixo peso molecular, sintetizadas de forma répida e
secretadas por diferentes células, de normais a alteradas (principalmente fagocitos
mononucleares e linfocitos T ativados) geralmente apos a estimulagdo. Atuam em diversas
células-alvo adjacentes (pleiotropismo), muitas vezes de maneira aditiva, sinérgica ou
antagonista e estdo envolvidas na emissdo de sinais entre as células durante o

desencadeamento da resposta imune. Em organismos multicelulares, citocinas séo mediadores
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intercelulares que regulam a sobrevivéncia, diferenciagdo e fungdes efetoras das células
(NICOLINI et al., 2006).

Uma familia de citocinas quimiotaticas, chamadas quimiocinas possui elevado grau de
especificidade para quimiotaxia de populacGes especificas de leucdcitos, recrutam células
efetoras e atuam nos estagios da inflamacdo. Algumas quimiocinas denominadas
interleucinas, podem ser produzidas por varias células em resposta a estimulos inflamatérios e
recrutar leucdcitos para locais de inflamacédo; outras sdo produzidas normalmente em véarios
tecidos e recrutam leucdcitos (principalmente linfdcitos) na auséncia de inflamacéo. O perfil
de citocinas/quimiocinas que persistem no sitio inflamatério é importante para o
desenvolvimento de doencas crénicas (VICARI; CAUX, 2002). Quimiocinas participam de
outros processos, como respostas imunes, doencas infecciosas, desenvolvimento de varios
sistemas e 6rgdos, além de atuar no desenvolvimento e na progressdo do cancer (ZLOTNIK,
2004).

As citocinas afetam significativamente o crescimento de tumores in vivo, por outro
lado, também sdo produzidas por células tumorais e representam uma rede com grande
variedade de moléculas estrutural e funcionalmente diferentes que podem atuar como fatores
de crescimento ou de inibi¢do tumoral. Como afetam o crescimento e a fungdo de células
imunolégicas, podem ativar ou modular respostas antitumorais especificas ou ndo especificas.
Além disso, citocinas sdo mediadores da resposta efetora da imunidade celular inata e
adquirida, e provavelmente estdo envolvidas no mecanismo de evasdo de células tumorais do
sistema de vigilancia imunoldgica (NICOLINI et al., 2006).

As guimiocinas sdo classificadas em familias com base no nimero e na localizacdo
dos residuos de cisteina N-terminais. As duas principais familias sdo a das quimiocinas CC,
nas quais os residuos de cisteina sdo adjacentes, e a familia CXC, nas quais esses residuos séo
separados por um aminoacido. Cada subfamilia possui seu préprio receptor e tem funcées
diferenciadas umas das outras. As quimiocinas CXC sdo quimiotaxicas para neutrofilos,
enquanto a CC ndo agem neste ultimo grupo celular, atraindo mondcitos, baséfilos e linfocitos
(BALESTIERI, 2006).

Algumas células tumorais ndo sO0 regulam a expressdo de quimiocinas para 0
recrutamento de células inflamatdrias, como também usam esses fatores para promover o
crescimento e progressdo tumoral, sendo que a ativagdo angiogénica representa uma mudanca
no equilibrio entre fatores pro e anti-angiogénicos (RICHMOND; THOMAS, 1986).



Os receptores das quimiocinas partilham até 90% da sequéncia de aminoacidos e
dividem-se em quatro familias (Figura 1): Receptores da familia o ou CXCR — sdo 5 subtipos
(CXCR1-5) e estéo envolvidos em funcdes diferentes, as CXC ELR+ (Interleucina -8, GRO,
NAP-2) ligam-se aos receptores CXCR1 e CXCR2, expressos nos polimorfonucleares e
tipicamente induzem a inflamacdo aguda; as CXC ELR- (IP-10, Mig, I-TAC) ligam-se ao
receptor CXCR3, expresso em linfdcitos T ativados, mondcitos e NK e tipicamente, induzem
a inflamacéo cronica (BALESTIERI, 2006).

As quimiocinas CXC com trés aminoacidos na regido N-terminal (Glu-Leu-Arg/ELR)
e 0 motivo (ELR +) sdo caracterizadas como pré-angiogénicas, capazes de estimular a
quimiotaxia das células endoteliais, enquanto quimiocinas CXC (ELR-) possuem atividade
angiostatica (VANDERCAPPELLEN et al., 2008).

Familia das quimiocinas Receptores

Fonte: BALESTIERI, 2006.
Figura 1. Subfamilias das quimiocinas (x representa 0os aminoacidos entre dois residuos de

cisteina) e seus receptores

A expressdo das interleucinas na espécie canina ndo é bem estabelecida e trabalhos
envolvendo a verificacdo dessas proteinas como possiveis marcadores prognésticos das

neoplasias mamarias nessa espéecie sdo escassos na literatura.
1.4.1 Interleucina-8
Para que ocorra transformacdo neoplésica, crescimento, sobrevivéncia, invasao e

metastases ha a necessidade de um ambiente pro-angiogénico. A angiogénese local é
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consequéncia de um desequilibrio na expressdo de fatores pré-angiogénicos, em relacdo aos
inibidores da angiogénese (SNOUSSI et al., 2010). A familia das quimiocinas CXC é o Unico
grupo de citocinas conhecidas por sua capacidade de se comportar de maneira diferente na
regulacdo da angiogénese. Varios membros das quimiocinas CXC sdo promotores potentes de
angiogénese, enquanto outras inibem o processo angiogénico.

A interleucina-8 (IL-8), quimiocina da familia CXC produzida por células sanguineas
e por varios tecidos, é conhecida como uma citocina pré-inflamatoria e pro-angiogénica e tem
sido associada a progressao tumoral, e conseqliente prognostico ruim e baixa sobrevida em
muitos tipos de cancer (LEE et al., 2008). E um importante quimioatrativo responsavel pelo
recrutamento de leucdcitos e neutréfilos e um indutor da proliferacdo e angiogénese tumoral
(ZLOTNIK; YOSHIE, 2000), agindo como um fator mitogénico, angiogénico e/ou
motogénico (XIE, 2001). Por induzir a resposta migratéria de células endoteliais através da
interacdo com seus receptores CXCR1 e CXCR2 (BOBROVNIKOVA-MARJO et al., 2004),
tem consequentemente, participagdo na neovascularizagdo do cancer.

Varios estudos sugerem o envolvimento da IL-8 no desenvolvimento do cancer. Niveis
elevados foram associados com a progresséo e recorréncia da doenca no cancer de prostata,
pulmao, estbmago e mama (SNOUSSI et al., 2006). Derin et al. (2007) encontraram niveis
elevados em pacientes com carcinoma mamario metastatico. Alguns estudos indicam que a
expressdo de IL-8 pode ser usada para predizer o prognostico (PEREZ et al., 2000; Vant’'t
VEER et al., 2005), uma vez que, altos niveis séricos de I1L-8 foram observados em pacientes
com cancer de mama, considerando-a um fator de prognostico ruim (BENOY et al., 2004;
YAO et al., 2006). Em contraste, Zuccari et al. (2011) mostraram sub-expressdo de IL-8 em
células mamarias malignas comparadas a tecido normal associada a fraca marcagédo

imunohistoquimica no diagndstico de carcinoma em cadelas com neoplasia mamaria.

1.4.2 Interleucina-12

Interleucina 12 (IL-12) é uma molécula heterodimérica composta de duas subunidades
dissulfeto, uma cadeia a (subunidade p35) e uma cadeia p (subunidade p40) ligadas para
formar o heterodimero ativo de 74kDa (NICOLINI et al., 2006). As principais fontes de 1L-12
sdo os macrofagos, células dendriticas, monocitos, neutrdfilos e em menor grau, células B.
Essa quimiocina estimula a producdo de interferon-gama (IFN-y) pelos linfécitos T auxiliares

—tipo 1 (TH1) e pelas células natural killer (NK), sendo essenciais para a interacdo entre a
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imunidade inata e adaptativa e € a principal citocina responsavel pela diferenciacdo de células
T helper que promovem a imunidade mediada por células (CATHERINE et al., 2011).

Depois de encontrar agentes infecciosos, células fagociticas, células B e células
dendriticas (DC) produzem IL-12 para ativar as células NK e células T e induzir sua
proliferacdo e principalmente a producdo de interferons, e assim aumentar a producdo e
atividade de linfocitos citotoxicos. A inducdo de IL-12-mediada na producéo de interferons
ocorre predominantemente em células NK, células T CD4 + e T CD8 + (LEE et al., 1998) e
resulta em um potente feedback positivo no qual a IL-12 induz interferon, que por sua vez,
induz os macrofagos a gerarem mais I1L-12. Este mecanismo para 0 aumento da producédo de
IL-12 permite aumentar a producdo e atividade de linfocitos citotoxicos, promovendo a
imunidade celular-mediada resultando em uma potente resposta inflamatéria (YOSHIDA et
al., 1998).

A IL-12 tem se mostrado eficaz contra tumores em modelos neoplasicos e ensaios
clinicos. Sua atividade anti-tumoral é extensa e inclui propriedades anti-metastaticas e anti-
angiogénicas (IMAGAWA et al., 2004; AIROLDI et al., 2007).

Em uma variedade de modelos de tumores experimentais, foi demonstrado que a
imunogenicidade do tumor pode ser aumentada através da administracdo de IL-12 ou por
terapia genética utilizando insercdo do gene IL-12 em ceélulas tumorais (BUBENIK, 1996).
Em contraste, Derin et al. (2007) relataram deficiéncia de IL-12 em pacientes com variados

tipos de cancer, incluindo cancer de mama.

1.5 CA15-3

Para 0 acompanhamento de pacientes com cancer de mama um dos marcadores
tumorais mais utilizadosé o CA 15-3 (carbohydrate antigen), que, em combinacdo com
outros parametros clinicos, pode ter importante significado no seguimento de pacientes com
neoplasia mamaria.

O antigeno CA 15-3 é um marcador tumoral recomendado para o acompanhamento do
curso e da resposta ao tratamento do cancer de mama na mulher. O "alvo™ detectado nos
ensaios de CA 15-3 é uma glicoproteina, produto do gene mucina 1 (MUC1). A MUC 1 é um
complexo glicoprotéico gigante, com mais de 80% de carboidratos, contendo polipeptideos
com um centro de multiplos oligossacarideos ao lado da cadeia de um oxigénio ligado a serina

e residuos de treonina. A parte madura da molécula estd ancorada na superficie celular,
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através do dominio transmembrana. A maior parte da mucina localiza-se extracelularmente
em um alongamento para além de outras superficies celulares, caracterizando-a como
macromolécula (SOUZA, 2002).

A MUC 1, liberada de sua localizacdo na superficie celular, pode cair na circulacdo e a
quantidade dessas moléculas no sangue, verificada pela mensuracdo do CA 15-3 pode
fornecer informacdes sobre a persisténcia de tumores e determinar a possibilidade de
ocorréncia de doenga recidivante, progressao e/ou resposta a terapia (SOUZA, 2002).

O marcador tumoral sérico CA 15-3 é secretado por células neoplésicas da mama. O
nivel de CA 15-3 raramente esta elevado em mulheres no inicio do cancer de mama, por isso
tem pouco uso como ferramenta de busca ou diagnostico, porém é o marcador mais sensivel e
mais especifico para 0 monitoramento do curso clinico em pacientes com cancer de mama
metastatico, auxiliando os médicos a determinar a extensdo da doenca e a resposta do paciente
ao tratamento (KIM et al., 2009).

ElevacGes das concentragfes séricas do CA 15-3 podem ser encontradas em
aproximadamente 23% dos pacientes com cancer primario de mama e em cerca de 40 a 50%
dos pacientes com metastases; em um estudo realizado por Tampellini e colaboradores (2001)
foram encontrados niveis de CA 15-3 elevados (>25U/ml) em 75% a 80% das pacientes com
tumores de mama em estadio clinico 1V, e em 20% a 50% das pacientes com tumor localizado
no momento do diagndstico.

Os valores do CA 15-3 se correlacionam ainda com a extenséo e o estadio da leséo.
Estudos indicam que a incidéncia da elevacdo varia de acordo com o estadiamento da
paciente, sendo de 5% a 30% no estadio I, 15% a 50% no estadio Il, 60% a 70% no estadio
I, e de 65% a 90% no estadio IV (GUIMARAES et al., 2002). As pacientes que
desenvolvem doenca metastatica tém elevagdo de CA 15-3, que pode preceder, de 2 a 9 meses
os sinais clinicos. As probabilidades de progressao sdo respectivamente 52%, 85% e 96% para
1, 3 e 6 meses ap0s um teste positivo. A probabilidade de ndo-progressdo apds um teste
negativo é de 91%. Sua utilizacdo esta indicada no acompanhamento da recorréncia do cancer
de mama, monitoracdo de metéstases e resposta a terapia (AGRAWAL et al., 2010).

Né&o existem na literatura estudos correlacionando a marcacao sérica do CA 15-3 com

as caracteristicas clinico-patoldgicas e evolucao clinica em cadelas com neoplasia mamaria.
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1.6 Os elementos transponiveis e o cancer

Nos ultimos anos, foi observado um progresso significativo no desenvolvimento de
ferramentas e reagentes necessarios para analisar o genoma canino. Dada a alta homologia
entre a sequéncia do genoma canino e do ser humano, bem como as muitas semelhancas em
relacdo a morfologia, comportamento bioldgico e curso clinico de tumores mamarios em
ambas as especies, isso reafirma o cdo como um excelente modelo de comparacéo.

O genoma de mamiferos é caracterizado por um grande nimero de sequéncias
repetidas, as quais sdo altamente variaveis entre uma espécie e outra. A maioria dessas
sequéncias sdo remanescentes de elementos transponiveis e estdo espalhadas por todo o
genoma (BENTOLITA et al., 1999).

Os elementos transponiveis (ETs) sdo definidos como sequéncias de DNA que se
movem de um local para outro no genoma, e frequentemente se duplicam no processo
(BELGNAOQUI et al., 2006; WESSLER, 2006). Estdo envolvidos em uma ampla variedade de
fendmenos bioldgicos, incluindo: mutacBes causadas pela sua insercdo ou pelo transporte de
sequéncias do DNA hospedeiro quando se deslocam de um local para outro; delecbes e
duplicagdes de sequéncias resultantes da recombinacdo homologa entre duas coOpias e
dispersdo de uma variedade de genes. Apesar de compreenderem um grupo bem amplo e
heterogéneo, apresentam algumas caracteristicas basicas que permitem sua identificacdo:
possuem sequéncias nucleotidicas muito similares em ambas as extremidades, denominadas
repeticbes terminais; contém genes que codificam uma enzima responsdvel pela sua
transposicdo; criam repeticdes diretas de alguns nucleotideos no DNA alvo, como resultado
da clivagem assimétrica da dupla fita durante o processo de insercdo e existem em multiplas
copias no genoma (CARARETO et al., 2001; SCHAACK, et al., 2010). Acredita-se que 0s
elementos transponiveis sdo “ expressos’, ou mesmo incentivados a a¢do, quando em situacao
de estresse, como na formacdo de gametas, sendo influenciados diretamente pelo ambiente
(BIEMONT; VIEIRA, 2006).

Os ETs podem ser divididos em duas principais classes, de acordo com seu modo de
transposicdo (CAPY et al., 1998). A primeira classificacdo € quanto a autonomia para
realizacdo da transposicdo. Nesta, eles sdo chamados de autbnomo (possuem o0s genes
necessarios para realizacao da transposi¢cdo) ou ndo-autdnomos (ndo os possuem, dependentes
dos autdbnomos). A segunda classificacdo é quanto ao mecanismo de transposi¢do, ou seja,
qual intermediario € utilizado (CORDEIRO, 2007). Os elementos da Classe 1, ou

12



retrotransposons, utilizam um intermediario de RNA, e caracterizam-se por um mecanismo de
transposicdo que se inicia pela transcricdo de sua sequéncia, seguida da sintese de DNA a
partir do RNA produzido, realizado pela enzima transcriptase reversa por ele codificada, e se
completa com a insercdo da copia desse DNA em outra posi¢do no genoma. Os elementos da
Classe 11, ou transposons, utilizam o intermediario de DNA, sdo aqueles cuja transposicao
ocorre principalmente pela sua saida do sitio onde estdo inseridos e reinsercdo em outro local.
Em uma terceira classe estdo incluidos diversos ETs, cujo mecanismo de transposicdo é
desconhecido (CARARETO et al., 2001). Existe ainda uma terceira classe possivel, onde se
enquadraria 0s elementos que possuem caracteristicas intermediarias as duas classes descritas
anteriormente. Nesta, se encaixariam os MITEs, que sdo miniaturas invertidas de elementos
transponiveis repetidos, que tem preferéncias por regides ricas em genes (CORDEIRO, 2007).

Cerca de 97% do genoma humano é DNA ndo-codificante, boa parte dos quais
resultou da transcricdo reversa de RNAs celulares e de sua insercdo em novas localiza¢des
gendmicas. Uma outra parte é constituida por elementos transponiveis das superfamilias
SINEs (elementos repetitivos intercalados curtos de DNA) e LINEs (elementos repetitivos
intercalados longos de DNA), das quais as familias Alu e Line-1 sdo as principais, além dos
retropseudogenes (BENTOLITA et al., 1999).

SINEs sdo repeticdes gendmicas de comprimento de 80-400pb, originados de RNA
(mais comumente RNALt), que constituem cerca de 5-10% do genoma. Um tipico SINE
consiste em trés regides: regido t-RNA relacionada, regido t-RNA ndo-relacionada e uma
regido rica em adenina. A regido t-RNA relacionada contém um promotor interno de RNA
polimerase Ill que permite sua transcricdo. Devido ao mecanismo de amplificacdo, a regido
3'de SINE é rica em adeninas e os elementos gendmicos sdo flanqueados por curtas
repeticdes (CAPY, 1998).

Ja é estabelecido que SINEs devem consumir recursos de seu hospedeiro para
replicacdo, amplificacdo e expressdo. Além disso, novos eventos de transposicdo podem
causar alteracdes graves nas atividades celulares do hospedeiro, no entanto, ndo esté claro se
SINEs sdo parasitas intracelulares do genoma anfitrido indefeso, ou se eles s&o simbiontes
tolerados por causa de suas ocasionais influéncias positivas sobre a evolucdo do genoma.
Eles certamente sdo implicados na dindmica da evolucdo do genoma, em que novos elementos
funcionais aparecem, e 0s antigos sao extintos (MAKALOWSKI, 2000).

SINEs foram inicialmente encontrados em primatas e roedores, e atualmente é aceito

que muito dessas familias estdo presentes na maioria dos eucariotos superiores. Pelo menos
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300Mb (10%) do genoma humano é composto por uma familia Unica de SINEs, conhecida
como Alus. Em carnivoros, CAN-SINE é uma familia altamente repetida no genoma
(~400,000pb no genoma hapléide do cdo) (VASSETZKY; KRAMEROQV, 2002).

Uma série de estudos mostram que pequenas quantidades de DNA circulam
livremente no plasma sanguineo e que altas quantidades sdo encontradas em pacientes com
cancer, assim, niveis absolutos de DNA livre circulante tém sido relacionados a presenca de
celulas epiteliais malignas (STROUN et al., 2001).

O DNA circulante pode ser derivado de necrose celular uma vez que inicialmente foi
encontrado DNA mutante apenas no plasma de pacientes com tumores com grande extensao.
Além disso, a apoptose também é uma provavel fonte de DNA plasmatico, baseada
predominantemente no padrdo eletroforético produzido pelo DNA plasmatico, semelhante ao
encontrado no DNA extraido de células apoptéticas (UMETANI et al., 2006). Estudos de
Umetani e colaboradores (2006) encontraram que em individuos saudaveis, a principal fonte
de DNA livre circulante sdo células apoptéticas. Em contraste, 0 DNA liberado de células
malignas varia em tamanho, porque a morte celular nos tumores malignos resulta ndo s6 da
apoptose, mas também da necrose, autofagia e/ou catastrofe mitéticas.

O DNA livre circulante de células tumorais no sangue é um promissor biomarcador
candidato a verificacdo da malignidade tumoral e do progndstico, além disso, o estudo das
sequéncias CAN SINEs afim de predizer o prognostico no cancer € desconhecido,

principalmente na espécie canina.
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I1. OBJETIVOS

Este estudo teve por objetivo avaliar a relacdo das Interleucinas 8 e 12, do CA 15-3 e
do DNA livre circulante como potenciais marcadores prognésticos nas neoplasias mamarias
em cadelas.

A busca pelo objetivo geral foi propiciada pelos seguintes objetivos especificos:

e  Mensurar 0s niveis séricos de IL-8 e IL-12 e do marcador tumoral CA 15-3 no soro
sanguineo de cadelas com neoplasia mamaria, relacionando-os com parametros clinico-

patologicos, evolucdo clinica e sobrevida, a fim de verificar seu possivel valor progndstico;

e  Estimar, por meio da expressao absoluta, 0 numero de copias das sequéncias CAN SINEs
no soro sanguineo de cadelas com neoplasia mamaria, relacionando-os aos parametros
clinico-patoldgicos, evolucdo clinica e sobrevida, a fim de verificar seu possivel valor

prognastico.
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I1l. MATERIAL E METODOS

1. Caracterizacéo das amostras

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 33 cadelas com neoplasia mamaria
(grupo teste) e 50 cadelas higidas (grupo controle), atendidas nas clinicas veterinarias de S&o
José do Rio Preto e regido durante os anos de 2009 e 2010. As coletas de sangue foram
realizadas no momento da excisdo cirargica do tumor, um més, seis meses e um ano apos a
cirurgia. Foram colhidos fragmentos tumorais para diagndstico histopatologico 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, metéstase) estabelecido pela Organizacdo Mundial
de Salde (OMS) para tumores mamarios caninos (CASSALI et al., 2010, modificado). Os
critérios de exclusdo para as cadelas do grupo controle foram rigorosamente seguidos, tendo
sido incluidas no grupo apenas cadelas em anestro e diestro, sem historico de
doenca/inflamacéo e procedimento cirdrgico em periodo préximo.

As cadelas do grupo teste foram avaliadas com relaco as caracteristicas clinicas (raca
e idade), patoldgicas (tempo de evolucdo tumoral — periodo relacionado ao aparecimento
tumoral até a excisdo cirdrgica, numero de nddulos, tamanho tumoral, grau histoldgico, status
linfonodal, estadiamento clinico, ulceracdo e vascularizagdo) e com a evolugdo clinica
(ocorréncia de metastase, recidiva local e 6bito). Com relacéo ao estadiamento clinico (TNM)
(OWEN, 1980) foi estabelecido o tamanho tumoral (T) - T1: < 3cm - T2: entre 3 e 5cm - T3:
> 5¢m; o envolvimento linfonodal (N) - NO: sem envolvimento aparente - N1: envolvimento
unilateral - N2: envolvimento bilateral e presenca de metastase a distancia (M) - M0: sem
metastases evidentes - M1: metastase a distancia incluindo linfonodos néo regionais, sendo
classificados como I, I, Il ou IV de acordo com a extensdo tumoral e estabelecimento do
prognastico.

As cadelas que vieram a Obito por qualquer causa que ndo a neoplasia mamaria, sua

recidiva ou metastase, foram excluidas do grupo.
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2. Processamento das amostras

No momento da cirurgia foram coletados 3mL de sangue em tubo (Vacutainer)
contendo gel separador (filtro 13-mm) e pequenos fragmentos tumorais, que foram
armazenados em tubos estéreis tipo Falcon contendo formol 10%, para posterior preparacao
histopatologica e visibilizagdo em Hematoxilina-Eosina (HE).

As amostras de sangue foram transportadas ao laboratério, incubadas em banho maria
a 37°C por 20 minutos e em seguida centrifugadas por 25 minutos a 1000g. O soro foi
aliquotado e estocado & -80 °C.

2.1 Preparacgéo dos fragmentos tumorais e confecgao das laminas

A inclusdo do material em parafina oferece resisténcia permitindo seu corte em
espessuras de 3um a 5um. Apos a retirada do tumor a fresco, o preparo das laminas
permanentes envolveu as etapas de: Fixacdo: formol 10% seguido de alcool 70%; incluséo:
pela desidratacdo em etanol com aumento progressivo da concentracdo, diafanizacdo: xilol
por 1 hora cada e impregnacdo: mergulhado em parafina.

O bloco foi preso ao micrétomo, a espessura do corte foi regulada para 3um e 0s
cortes colocados em lamina identificada e deixados na estufa a 60°C por 24 horas.

As laminas passaram pelo processo de desparafinizagdo em xilol, seguida por
hidratagdo em alcool absoluto I, 11 e I11 finalizando com 6 mergulhos em &gua corrente. Para a
coloracdo de ndcleo as laminas permaneceram em um corante basico denominado
Hematoxilina por 4 a 6 minutos e foram lavadas em &gua corrente (6 mergulhos). Em seguida
as laminas foram mergulhadas rapidamente em alcool 70%, lavadas com &gua corrente por 10
minutos e submetidas a 6 mergulhos em alcool 80%. Para a coloracdo de citoplasma as
laminas permaneceram 30 segundos em um corante cido denominado Eosina. Em seguida o
tecido foi desidratado em éalcool 95% (6 mergulhos) e alcool absoluto | e Il (6 mergulhos em
cada) e clarificados em Xilol I, 1l e 11l (6 mergulhos em cada) finalizando com a montagem
das laminas.

Ao final da coloracdo as estruturas basofilas do tecido foram coradas em tonalidade

azul, roxa ou violeta, enquanto as estruturas acidofilas apresentaram tonalidade rosea.
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2.2 Mensuracdo sérica pelo teste imunoenzimatico de ELISA

A quantificacdo dos niveis seéricos das proteinas IL-8, IL-12 e CA 15-3 foi

estabelecida pela reagdo imunoenzimatica com os respectivos Kits especificos.
2.2.1 Protocolo ELISA (IL-8)

A quantificacdo da proteina I1L-8 foi determinada pelo Kit ELISA Canine CXCL/IL-8
Quantikine (R&D Systems Minneapolis, MN). O método utiliza um anticorpo monoclonal
direcionado contra um antigeno distinto determinante sobre a molécula de IL-8.

Foram utilizados os anticorpos: monoclonal mouse anti-canine 1L-8 (720ug/mL em
1.0mL de PBSY) - captura, policlonal biotinilado mouse anti-canine IL-8 (45ug/mL de
BSA/Tween-PBS? — reagente diluente) - padréo e canine recombinant I1L-8 (110ng/mL em
0.5mL de BSA/Tween-PBS) - detecgdo.

No primeiro dia da reacdo foram acrescidos 100uL da solucdo de anticorpo de captura
ja diluido em cada cavidade da microplaca de poliestrieno e incubado com filme plastico a
temperatura ambiente “overnight” (no minimo 12 horas). No segundo dia, foram adicionados
300uL de reagente diluente e incubado com filme plastico por 1 hora. Posteriormente, foram
adicionados 100uL das amostras e do anticorpo padrdo em dilui¢Bes seriadas de 2000 — 1000
—500 — 125 — 62,5 — 31,25pg/mL e incubados por 2 horas. Apés, foram adicionados 100uL
do anticorpo de deteccdo j& diluido e incubado com filme pléstico por 2 horas. Foram
adicionados 100uL de estreptavidina (Streptavidina-HRP - R&D Systems) ja diluida e a placa
coberta com papel aluminio (auséncia total de luz) por 20 minutos. Foram entdo adicionados
100uL de solugdo de substrato cromégeno (H,0, + Tetramethylbenzidine® - R&D Systems) ja
diluido e a placa coberta com papel aluminio por 20 minutos para dar inicio a reacao
enzimatica e ao desenvolvimento da coloracdo se 0 antigeno estiver presente. Foram
adicionados 50uL de solucio de parada (2N H,SO,4*) para cessar a reacdo. As amostras foram
quantificadas pelo Leitor de ELISA (ThermoPlate), o filtro utilizado foi de 450nm. Ao
intervalo de cada etapa - da inclusdo dos anticorpos, amostras e reagentes - foi realizada a
lavagem da placa, com o chip da lavadora programado para 3 lavagens com 300uL de solugéo
de lavagem (0.05% Tween 20 em PBS®). Todas as amostras e padrdes foram acrescidos na

placa em duplicata.

12345 Og protocolos de preparo das solugdes estdo descritos no Apéndice A.
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O célculo das DOs foi estabelecido através da curva de ajuste four parameter logistic
(4-PL) pelo software Skanlt for Multiskan FC 2.5.1. A intensidade da coloracdo foi
proporcional & concentracdo do antigeno IL-8. As amostras com DOs acima do ponto mais
alto da curva padrdo foram diluidas em solucdo de reagente diluente em séries individuais de
1/2,1/4, 1/8, 1/16 1 1/32 e as concentracdes multiplicadas pelo fator de diluigéo.

2.2.2 Protocolo ELISA (IL-12)

A quantificacdo da proteina 1L-12 foi determinada pelo Kit ELISA Canine IL-12/IL-
23 p40 Quantikine (R&D Systems Minneapolis, MN). O método utiliza um anticorpo
monoclonal direcionado contra um antigeno distinto determinante sobre a molécula de IL-12.
A reacdo seguiu 0 mesmo protocolo de ELISA descrito para o Kit CXCL/IL-8 Quantikine,
com algumas modificacdes descritas abaixo:

Foram utilizados os anticorpos: monoclonal goat anti-canine IL-12/IL-23 p40
(144ug/mL em 1.0mL de PBS) - captura, policlonal biotinilado goat anti-canine I1L-12/IL-23
p40 (18ug/mL em 1.0mL de BSA/Tween-PBS) - padrdo e canine recombinant IL-12
(70ng/mL em 0.5mL de BSA/Tween-PBS) - deteccdo. Os padrdes seguiram as diluigcdes
seriadas de 4000 — 2000 — 1000 — 500 — 125pg/mL. As amostras foram quantificadas pelo
Leitor de ELISA (ThermoPlate), o filtro utilizado foi de 450nm.

O calculo das DOs foi estabelecido através da curva de ajuste four parameter logistic
(4-PL) pelo software Skanlt for Multiskan FC 2.5.1. A intensidade da coloracdo foi
proporcional a concentracdo do antigeno IL-12. Ndo foram necessarias diluicGes das

amostras.

2.2.3 Protocolo ELISA (CA 15-3)

A quantificacdo da proteina CA 15-3 foi determinada pelo Kit ELISA CANAG CA
15-3 EIA DuoSet (Fujirebio Diagnostics AB Sweden). O método utiliza um anticorpo
monoclonal para a determinacdo quantitativa do antigeno associado ao cancer MUC-1 em
soro.

O CanAg CA 15-3 é baseado em 2 anticorpos monoclonais derivados de rato, Ma695

como um anticorpo ligador reconhecendo o epitopo do carboidrato expresso no antigeno
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MUC-1 e Mab552 como um anticorpo direcionado ao TRPAPG regido da proteina core. A
reacao baseou-se em um ensaio de fase sélida ndo-competitivo.

Inicialmente a microplaca foi lavada com solucdo de lavagem (Tris-HCI + Tween
20°), onde foram acrescidos 25uL dos calibradores, padrdes e amostras em conjunto com
100pL da solucdo de trabalho (Tracer HRP + Biotina Anti-CA15-3") e incubados por 2 horas
a temperatura ambiente. ApOs a primeira incubacdo, a microplaca foi novamente lavada e
adicionados 100uL do substrato cromdgeno (H,O, + Tetramethylbenzidine) e incubado por
30 minutos com agitacdo constante, a abrigo da luz. Foram adicionados 100uL da solugédo de
parada (2N H,SQO,). As amostras foram quantificadas pelo Leitor de ELISA (ThermoPlate), o
filtro utilizado foi 405nm.

O célculo das DOs foi estabelecido através da curva de ajuste de interpolagdo point to
point pelo software Skanlt for Multiskan FC 2.5.1. A intensidade da coloragdo foi

proporcional a concentracao do antigeno CA 15-3.

2.3 Técnica de PCR em quantificacdo absoluta: estimativa de nimero de cépias

Para a quantificacdo absoluta das sequéncias CAN SINEs a fim de estimar o nimero
de cdpias, foram necessarias varias etapas, seguindo os protocolos descritos abaixo.

2.3.1 Tratamento com o DNAZzol

Foi realizado um pré-tratamento no soro sanguineo nas amostras selecionadas para
clonagem dos primers a fim de inativar e/ou eliminar inibidores e contaminantes da PCR
(polymerase chain reaction) incluindo proteases e enzimas degradantes de acidos nucléicos
para posterior amplificacdo do fragmento CAN SINE.

Foi utilizado o kit DNAzol® Direct (Molecular Research Center — Inc. Ohio), um
reagente universal para o procedimento de lise celular. O protocolo consistiu em aliquotar 1-
20uL (foi estabecido 10 pL como melhor diluicdo para obter a quantidade final de lisado
adequada) em 0,ImL da solucdo de DNAzol, incubar a mistura durante 15 minutos a
temperatura ambiente, passar pelo “vortex” o lisado e aliquotar 2-5 puL do sobrenadante

direcionado a PCR com volume de mix de 20-50 pL.

87 Os protocolos de preparo das solugdes estdo descritos no Apéndice A.
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2.3.2 PCR convencional para amplificacdo da sequéncia CAN SINE

Apos inlmeras pesquisas a respeito das sequéncias SINES presentes no genoma
canino, foi estabelecida a sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores do elemento CAN
SINE, de 174 pb - CAN SINE: 5 CTGGGTGGCTCAGTCRGT 3 e 5
AGCACAGAGCCYGAYGYG 3 (VASSETZKY; KRAMEROV, 2002).

Para a PCR convencional, os oligonucleotideos foram amplificados seguindo as
seguintes condicdes: 30 ciclos de reacdo, 0,08 mM de cada dNTP, 0.4 mM de cada iniciador,
2 mM de MgCl, e 0,625 U de Platinum® Tagq DNA Polymerase (Invitrogen) em tampéo 1X,
submetidos a 94 °C durante 10 minutos, 30 ciclos de 20 segundos de desnaturacdo a 94 °C, 30
segundos de anelamento a 57 °C e 30 segundos de elongacdo a 72 °C, seguido por dez
minutos de extensdo final a 72 °C. Os amplificados foram corados com brometo de etideo e

separados a 90 V em gel de agarose 1%.

2.3.3 Purificacdo com o kit GFX- lllustra GFX PCR DNA and Gel Band

Purification kit.

Os fragmentos amplificados por meio da reagédo da PCR foram purificados com o kit
GFX- Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare), conforme as
condicdes do fabricante. O material purificado foi verificado por meio de um gel de agarose

1%, corado com brometo de etideo, e posteriormente utilizado para a clonagem.

2.3.4 Clonagem no kit Topo TA

A sequéncia CAN SINEs foi clonada no plasmideo Topo TA vector ®, utilizando-se o
TOPO® TA Cloning kit (Invitrogen). As condicGes seguidas para a clonagem foram
utilizadas conforme as condi¢des do fabricante: 4 uL do produto de PCR purificado com o
Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare), foi colocado com 1
uL solucdo Salt Solution e 1 uL do vetor Topo® TA e incubado primeiramente por 30
minutos a 23 °C e em seguida no gelo por 10 minutos. Todo o volume foi colocado em 110
mL de células competentes (One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli) e incubado
no gelo durante 30 minutos. Em seguida foi dado o choque térmico de um minuto a 42 °C,

seguido por cinco minutos no gelo. Apds o choque térmico, foi acrescentado 250 uL de meio
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SOC (Invitrogen) e colocado no agitador a 200 rpm a 37 °C, durante uma hora. O material foi
dividido em duas placas com meio LB sdélido (preparado da seguinte forma: 0,5 g de triptona,
0,25 g de extrato de levedura, 0,5 g de NaCl e 0,75 g de agar diluidos em 50 mL de &gua
destilada) com 50 ug/mL de antibidtico ampicilina e 40 mg/mL de X-gal. As placas foram
mantidas em estufa 37 °C overnight. Apenas as coldnias brancas observadas continham a
insercdo do plasmideo. Dessas colbnias,12 foram testadas para a presenca do inserto,
utilizando iniciadores M13F e M13R sob as seguintes condi¢bes: 200 mM de cada dNTP, 0.4
mM de cada iniciador, 1,25 mM de MgCI2 e 0,5 U de Taq polimerase (Invitrogen) em tampao
1X, submetidos a 95 °C durante 10 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 56 °C por 1
minuto e 72 °C por 1 minuto e, 10 minutos a 72 °C para a extensdo final das cadeias. Os
amplificados foram corados com brometo de etideo e separados a 90 V em gel de agarose 1%.
Os fragmentos amplificados tinham 183 pb (plasmideo) mais o comprimento do fragmento
que esta sendo estudado (174 pb). O resto da coldnia foi inoculado em tubos contendo 3 mL
de meio liquido LB (0,5 g de triptona, 0,25 g de extrato de levedura, 0,5g de NaCl diluidos em
50 mL de &gua destilada) com 50 ug/mL de antibidtico ampicilina. Os tubos foram colocados
no agitador a 120 rpm a 37 °C overnight para aumentar o numero de bactérias contendo o
plasmideo com o inserto. Posteriormente foi realizada a extracdo dos plasmideos utilizando
fenol-cloroformio. A presenca da sequéncia de interesse no plasmideo foi confirmada pelo

perfil de restricdo (por meio de enzimas de restri¢do) e seqiienciamento.

2.3.5 Teste com enzimas de Restri¢cdo e Sequenciamento

Para o teste de enzimas de restricdo foram utilizadas diferentes combinagbes com
enzimas com cortes em diferentes posi¢es do plasmideo. Enzima Hindlll, enzima ECOR;,
enzimas Xmal + ECOR; e enzimas Xmal + Kpnl.

n8

Para 0 sequienciamento, foi feita areacdo de “Big Dye”” de 4 amostras clonadas, sendo

escolhida as amostras com melhor padréo de bases da sequéncia clonada.

® Os protocolos de extracgo plamidial e reacso de “Big Dye” para sequenciamento estdo descritos no
Apéndice A.
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2.3.6 Digestdo e Linearizacédo do plasmideo

A Enzima Hindlll (Invitrogen), que contém apenas um sitio no vetor, foi usada para a
digestdo para que o plasmideo ficasse linear. A digestdo foi realizada usando 1U de enzima
para cada 1 pug de amostra, a 37 °C durante duas horas e meia, seguido de 10 minutos a 65 °C.
Apds a digestdo, o material foi purificado usando o lllustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification kit (GE Healthcare). Foi feita a quantificacdo pelo Nanodrop para o célculo do

namero de capias.
2.3.7 Calculo do numero de copias

A quantificacdo foi feita pelo aparelho NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific), sendo estabelecido uma concentragcdo final de 83,6ng/uL para o plasmideo
linearizado com a sequéncia CAN SINE de interesse. De acordo com Zhang; Fang (2006) e
Liang et al. (2008), foi calculada o nimero estimado de cdpias da sequéncia de interesse
através da formula (x g/ul DNA) x 6,022 x 10%/tamanho do oligo em pb x 649, sendo

estabelecido o valor em niimero de cdpias de 1.89 x 10™ no plasmideo.
2.3.8 Tratamento das amostras com Proteinase K

Para a reacdo de PCR em tempo real, foi necessario o pré-tratamento das amostras
seguindo o protocolo de Umetani et al. (2006) — “modificado” com proteinase K (Fermentas),

O protocolo seguiu as seguintes etapas. em 20 uL do soro, foram acrescentados 20 pL
de uma solucdo de tampéo contendo 2,5% de tween 20, 50 mmol/L Tris e 1 mmol/L EDTA.
Essa misturafoi digerida com 16 pg de solucéo de proteinase K a 37 °C e deixados overnight,
seguido de inativacdo durante 5 minutos a 95 °C. Apds, as amostras foram centrifugadas a
10000*g durante 5 minutos e o sobrenadante foram aliquotadas aliquotado em freezer -20 °C
para posterior quantificacéo.

Apos quantificadas em Nanodrop, as amostras foram utilizadas na reagdo de PCR em

tempo real.
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2.3.9 PCR em tempo real —quantificacdo absoluta

Foi realizada uma etapa de otimizacdo para determinar a melhor concentragédo dos
oligonucleotideos iniciadores de CAN SINEs, sendo estabelecida a concentragdo de 10
pmol/uL, essa etapa garante a saturacdo dos iniciadores para que ndo sejam fatores limitantes
na velocidade de amplificacdo. Foi realizada também a diluicdo seriada para a curva na
quantificacdo absoluta a fim de estabelecer a melhor concentragdo do plasmideo no ponto
inicial da curva. As dilui¢des foram realizadas no fator de 10, com 5 pontos,

Para esta etapa, as reagdes foram processadas em 20uL contendo 19uL de Master
Mix Sybr™ Green (Applied Biosystems) e as amostra incluidas em concentracdo de 100
ng/uL. Para melhor andlise dos resultados, 0s ensaios de otimizagdo de concentracdo dos
iniciadores e plasmideo foram realizados em triplicata. Em todos os experimentos havia
controles negativos da reagéo.

As reacOes foram realizadas no equipamento Real-Time PCR System Step One Plus
(Applied Biosystems) pelo método SYBR Green (Applied Biosystems) através da
quantificacdo da curva padrdo (Quantitation — Standard curve), sendo que a cada reacdo foi
incluida a curva padrdo correspondente, com distin¢ao do valor inicial em nimero de copias e
as cinco dilui¢des seriadas. As reagdes compreenderam uma etapa inicial de 10 minutos a 95
°C, seguida por desnaturacéo inicial de 15 minutos a 95 °C e 1 minuto a 60 °C. Em seguida,
em estagio de curva melt, 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 15
segundos a 95 °C para coleta do sinal.

Em cada reacéo, foi gerada uma reta com os cinco pontos da curva e todas as amostras
estavam inseridas dentro desse intervalo. O resultado de cada reacdo foi avaliado de acordo
com a eficiéncia da amplificacdo, calculada usando o slope, que corresponde a inclinacdo da
reta da curva padrio, a partir do coeficiente de correlacdo (R?), que é a medida
da proximidade de ajuste entre a linha de regresséo e os dados individuais dos pontos de C;
(Cycle threshold) das reacBes e os valores de C; que € o momento no qual o sistema de
amplificacdo comeca a detectar um aumento no sinal associado ao aumento exponencial do
produto de PCR na fase linear da reacéo.

Os valores do slope foram padronizados de -3,1 a -3,4, refletindo eficiéncia de

amplificacdo entre 100% a 110%.
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Apos a etapa de padronizacdo, foram realizadas as analises para estimar o numero de
copias da sequéncia alvo. Dessa forma, a partir dos valores de C; de cada amostra, foram
calculadas as médias das triplicatas. Posteriormente, foram calculadas as médias das
triplicatas, triplicatas com desvios acima de 10 foram novamente analisadas, sendo estimada a

quantidade em namero de copias de cada amostra, bem como o desvio padrdo (S.E.M.).

3. Analise Estatistica

Os dados obtidos na mensuracéo das proteinas, bem como na estimativa do nimero de
copias das sequéncias CAN SINEs foram separados de acordo com os grupos de cadelas com
neoplasia mamaria e cadelas controle, bem como com as caracteristicas clinico-patolégicas e
0 seguimento nas coletas para avaliacdo de recidiva e sobrevida.

Os resultados foram submetidos previamente a analise descritiva para determinacao
da normalidade e foram considerados com distribuicdo normal. Assim, as médias das analises
referentes as quantificacbes para cada grupo foram comparadas pelo teste t de student ou
ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Todos os valores obtidos foram expressos como
média + desvio padrdo (S.E.M.).

A curva de sobrevida foi realizada pelo método de Kaplan Meier. Os pontos de corte
para a expressdao de cada proteina e quantificacdo absoluta do nimero de cépias foram
estabelecidos através das curvas Receiver Operating Characteristic (ROC). Foram calculadas
a sensibilidade e especificidade entre os valores obtidos e a ocorréncia de 6bito nas cadelas
com neoplasia mamaria. Os valores indicados por meio da curva ROC constituem o ponto de
corte que podem promover um equilibrio mais adequado de sensibilidade (verdadeiros
positivos) e especificidade (falsos positivos) para o indice de expressdo protéica e estimativa
do ndmero de copias como discriminador do risco de Obito nas cadelas com neoplasia
mamaria.

Para avaliar a correlacdo entre cada caracteristica clinico-patolégica ao maior risco de
6bito foi realizado o teste exato de Fisher e a influéncia simultanea dos fatores progndsticos
sobre a mortalidade foi realizada através da analise de regressdo logistica multivariada.

Valores para p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

Todas as analises foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism4 e Stats Direct.
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4. Consideracdes eticas

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, bem como das coletas sanguineas subsequentes e
assinaram o termo de consentimento informado (Anexo A), o0 médico veterinario responsavel
preencheu a ficha clinica do animal (Anexo B) e os dados foram plotados em tabela para
posterior correlagdo com os dados obtidos. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica na
Experimentagdo Animal (CEEA) da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto -
FAMERP (Protocolo n° 3945/2009) (Anexo C).
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IV. RESULTADOS

1. Dados Clinicos

No grupo teste (n= 33 cadelas) a idade das cadelas variou de 6 a 16 anos com média de
10 anos. A maioria dos tumores foi classificado como maligno (88,0%), com predominancia
do carcinoma em tumor misto (56,0%), seguido pelo carcinoma papilar (10,0%), carcinoma
tubulo-papilar (10,0%), carcinossarcoma (6,9%), sarcoma (6,9%), comedocarcinoma (3,4%),
carcinoma solido (3,4%) e carcinoma inflamatério (3,4%). Dos tumores benignos: 75% foram
classificados como tumores mistos benignos e 25% como papiloma. Dentre as caracteristicas
clinico-patologicas, foi predominante a graduacgédo histologica 111 (33%). A taxa de recidiva
local foi de 24%, metastase 30% e a taxa de obito de 30%. Além disso, 80% das cadelas que
vieram a dbito apresentaram graduacdo histoldgica I11/1V (Tabela 1).

As cadelas foram acompanhadas de 30 a 360 dias com média de 304 dias (0,83 anos).
Para a mensuracao de 1L-8 e IL-12 o grupo teste foi de 30 cadelas, para a mensuragdo do CA
15-3 o grupo teste foi de 25 cadelas e para a estimativa do nimero de cdpias das sequéncias
CAN SINEs o grupo teste foi de 28 cadelas.

2. Concentracéo serica da Interleucina-8

A média das concentragdes séricas de 1L-8 das cadelas com neoplasia mamaria foi de
6334,72pg/mL e das cadelas controle de 3297,33pg/mL, com diferenca estatisticamente
significante entre as dosagens dos dois grupos (p=0,01) (Tabela 2) (Tabela 3) (Figura 2). A
média dos niveis séricos de 1L-8 das coletas subsequentes foram 6391,10pg/mL um més apos
a cirurgia, 5242,63pg/mL seis meses apds a cirurgia e 6041,96pg/mL um ano apos a cirurgia,
ndo sendo observada diferencas significativas entre os quatro periodos de coleta.

Quando as mensuragdes dos quatro periodos foram avaliadas, observou-se aumento na
concentracdo de IL-8 um més ap0s a cirurgia e no ultimo periodo de seguimento em 70% das
cadelas que vieram a 0Obito e, naquelas sem historico de recidiva tumoral, mas que foi relatada
a ocorréncia de processos inflamatdrios e/ou infecciosos sistémicos ou localizados.

Pela da andlise univariada, foi possivel verificar concentracdes de IL-8
significativamente maiores em cadelas que apresentaram tempo de evolucdo tumoral maior

que 18 meses (p=0,02), cadelas com multiplos tumores na cadeia mamaria (p=0,03) e cadelas
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com envolvimento linfonodal (N1/N2) (p=0,03). Quanto a evolucéo clinica, houve associacéo
entre 0 aumento dos niveis de IL-8 e a recidiva (p=0,01) e com o 6bito (p=0,04) (Tabela 3)
(Figura 2).

Para andlise da curva de sobrevida, o melhor ponto de corte para discriminar o risco de
Obito elevado nas cadelas do grupo foi de 2591,05pg/mL (sensibilidade de 80% e
especificidade de 45%) (Figura 3). Para avaliar a relacdo entre os niveis de IL-8 e a sobrevida
das cadelas foi realizado o teste Kaplan Meier, que mostrou uma correlacdo entre a alta
concentracdo da proteina e a baixa taxa de sobrevida do grupo (O.R. 3,072; IC 95%= 0,7519 a
9,562; p=0,10) (Figura 4).

Quando cada caracteristica clinico-patoldgica foi associada ao maior risco de 6bito,
apresentaram relagdo significante: recidiva (O.R. 13,5; p=0,007), metastase (O.R. 9,0;
p=0,02) e ulceracdo (O.R. 9,33; p=0,01). Alem disso, foi observada tendéncia significante
com o pior estadiamento clinico (O.R. 6,0; p=0,05) e quando avaliadas as mensuracGes da
Gltima coleta de IL-8 (O.R. 6,0; p=0,05).

Ao final das coletas, foram reavaliadas as mensuragdes de IL-8 das cadelas que vieram
a Obito por recidiva e metéstase tumoral sendo novamente observado aumento significante

nos niveis dessa citocina (p=0,03).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e patoldgicas das cadelas teste

Idade Tempo de Seguimento
Raca’ (anos) evolugdo (meses) Exame histopatoldgico N° de nédulos TNM Estadiamento Recidiva Ulceragdo Vascularizacdo Censura (dias)
C1 SRD 12 até 6 Carcinoma inflamatério multiplos T4/N1b/M1 \Y nao sim abundante 6bito 30
Cc2 Basset hound 14 até 6 Carcinoma em tumor misto multiplos T3/NO/M2 \Y sim sim moderada 6bito 150
C3 Poodle 12 entre 6 e 18 Carcinoma em tumor misto Gnico T2/N1a/MO 1 sim sim abundante 6bito 240
Cc4 Poodle 12 entre 6 e 18 Carcinoma em tumor misto mdltiplos T1/NO/MO | sim sim abundante 6bito 330
C5 Akita 10 até 6 Sarcoma mdltiplos T3/NO/MO 1l sim sim abundante 6bito 300
C6 Dachshund 6 até 6 Carcinoma papilar Gnico T2/NO/MO 1l ndo nao moderada viva 360
Cc7 SRD 15 mais de 18 Carcinoma em tumor misto Gnico T1/NO/MO | ndo nao moderada viva 360
C8 SRD 9 entre 6 e 18 Carcinoma em tumor misto multiplos T1/NO/MO | nado nao moderada viva 360
C9 Poodle 6 até 6 Carcinoma papilar Gnico T1/N2a/MO 1l sim nao moderada viva 360
C10  Cocker spaniel 7 até 6 Carcinoma em tumor misto Gnico T1/NO/MO | ndo nao moderada viva 360
C11 Poodle 10 até 6 Tumor misto benigno multiplos T1/N1/MO 1 nao néo moderada viva 360
C12 Poodle 15 até 6 Carcinoma em tumor misto Gnico T1/NO/MO | nao néo abundante viva 360
C13 Poodle 12 até 6 Carcinoma tUbulo-papilar mdltiplos T3/N2/M1 \Y% sim nao abundante obito 150
Cl4 SRD 8 mais de 18 Carcinossarcoma multiplos T3/NO/M1 \Y% nao néo moderada 6bito 300
C15 Poodle 11 até 6 Carcinoma em tumor misto multiplos T1/N2/MO 1l ndo nao moderada viva 360
C16 SRD 12 mais de 18 Carcinoma ttibulo-papilar Gnico T1/ No/M1 \Y% ndo nao moderada viva 360
C17 SRD 7 até 6 Comedocarcinoma Unico T2/N1b/M0 1 nao sim abundante viva 360
C18 Pinscher 10 mais de 18 Carcinoma em tumor misto miultiplos T3/N2a/MO 11 sim nao abundante viva 360
C19 Boxer 8 até 6 Carcinossarcoma Unico T3/NO/MO 11 ndo nao abundante viva 360
C20 Pinscher 16 mais de 18 Carcinoma papilar Unico T3/NO/MO 11 ndo sim moderada 6bito 180
c21 SRD 11 até 6 Papiloma multiplos T2/NO/MO 1 nao nao moderada viva 360
C22 SRD 7 até 6 Tumor misto benigno Gnico T1/NO/MO | ndo néo moderada viva 360
C23 Poodle 11 entre 6 e 18 Carcinoma em tumor misto Unico T3/NO/MO 1l nao néo moderada viva 360
C24 SRD 8 até 6 Carcinoma em tumor misto Gnico T3/NO/MO 11 nao sim abundante viva 360
C25 SRD 8 até 6 Carcinoma em tumor misto Gnico T1/NO/MO | nao sim abundante viva 360
C26 Cocker spaniel 14 mais de 18 Sarcoma Gnico T3/NO/MO 11 ndo sim moderada viva 360
Cc27 Boxer 8 até 6 Carcinoma em tumor misto Gnico T3/NO/M1 \Y ndo nao abundante viva 360
Cc28 Poodle 7 entre 6 e 18 Carcinoma em tumor misto multiplos T1/NO/MO | ndo nao abundante viva 360
C29 Boxer 9 entre 6 e 18 Carcinoma tubulo-papilar Gnico T3/N1a/MO 1 sim sim abundante 6bito 90
C30 SRD 11 mais de 18 Carcinoma em tumor misto multiplos T3/N2/MO 11 ndo nao abundante viva 360
C31 SRD 13 entre 6 e 18 Carcinoma sélido multiplos T3/N1b/MO 11 nao nao abundante viva 360
C32 SRD 14 entre 6 e 18 Tumor misto benigno Gnico T3/NO/MO 11 ndo nao abundante viva 360
C33 Poodle 9 entre6e 18 Carcinoma em tumor misto Unico T2/N1/M3 [\ ndo nao moderada 6bito 150

* SRD - sem raga definida
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Tabela 2. Concentracao das proteinas I1L-8, IL-12, CA 15-3 e estimativa do nimero de cépias CAN SINEs

IL-8 IL-12 CA 15-3 CAN SINEs
(ng/mL) p (ng/mL) p (U/mL) p (copias) p
3297 + 405,3°
Controle 0,01 Controle 392,4 + 50,46 0.1 Controle 1,868 + 0,267 0.3 Controle 30536 + 3474 0.6
Teste 6335 + 1369° Teste 295,6 + 41,36 Teste 1,501 + 0,309 Teste 32985 + 4738

Dados foram expressos como média + desvio padréo.
* Comparagcdo feita pelo teste t student's
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Tabela 3. Relagéo entre a concentracdo de I1L-8 e os parametros clinico-patoldgicos

Parametros
clinico-patoldgicos NuUmero de cadelas IL-8
Caracteristica Clinica*
Controle 50 3297 +405.3°
Amostras 30 6335 + 1369°
p 0,01
Idade*
<10 anos 16 (53%) 6201 £ 1987
>10 anos 14 (47%) 5636 + 1447
p 0,82
Tipo Histologico*
Maligno 27 (90%) 5795 + 1401
Benigno 3 (10%) 5139 + 2395
0,88
NUmero de nédulos*
Multiplos 12 (40%) 9581 +3172°
Unico 18 (60%) 3497 + 10982
0,03
Tamanho#
T1 11 (37%) 4249 + 1408
T2 5 (17%) 4363 + 1218
T3 14 (46%) 7381 2452
p > 0,05
Linfonodos regionais#
NO 17 (56%) 3336 + 688,8°
N1/N2 13 (44%) 4184 + 1120°
p 0,03
Metastase*
MO 23 (77%) 4985 + 1118
M1 7 (23%) 8177 + 4160
p 0,29
Tempo de Evolucéo#
Até 6 meses 14 (47%) 3952 +1040°
Entre 6 e 18 meses 9 (30%) 3771+ 1311
Mais que 18 meses 7 (23%) 11725 + 4197°
0,02
Recidiva — Cirurgia*
Sim 8 (27%) 8012 +2429°
Nao 22 (73%) 3380 +647.0°
P 0,01
Recidiva/Metéastase — Obito*
Sim 10 (33%) 8244 +1889°
Nao 20 (67%) 3769 +1035%
p 0,03
Ulceracdo*
Sim 11 (37%) 4445 + 1524
Néo 19 (63%) 6473 + 1817
p 0,45
Vascularizagédo*
Abundante 14 (47%) 3857 £1208
Moderada 16 (53%) 7368 £ 2098
p 0,17
Estadiamento Clinico#
I 7 (23%) 2877 + 1159
1l 7 (23%) 5633 + 1971
1 9 (31%) 6119 + 2258
AV 7 (23%) 8177 £4160
p > 0,05
Censura*
Obito 10 (33%) 9365 + 33212
Viva 20 (67%) 3705 +916.6°
p 0,04

* diferentes letras indicam diferentes analises estatisticas (teste t student’s, p<0,05).
# diferentes letras indicam diferentes andlises estatisticas (teste Anova, p<0,05).
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Figura 2. Representacdo das mensuracdes de IL-8 em cadelas com neoplasia mamaria - Correlacao
entre os grupos controle e teste (p=0,01); diferentes tempos de evolucao (p=0,02); nimero de nddulos
(p=0,03); envolvimento linfonodal (p=0,03); recidiva (p=0.01), e censura (p=0,04).

* p=valor significativo pelo teste t student’s e Anova.
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Figura 3. Valor de corte estabelecido para ocorréncia de 6bito pela curva ROC no grupo teste
(n=30). Sensibilidade (95%IC) = 80%, Especificidade (95%IC) = 45%.
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Figura 4. Sobrevida global das cadelas com alta e baixa concentracédo de IL-8 (valor de corte:
2591,05pg/mL) (O.R. 3,072; IC 95%= 0,7519 —9,562; p=0,10).
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3. Concentracéo serica da Interleucina-12

A média das concentracdes séricas de IL-12 das cadelas com neoplasia mamaria foi de
295,6pg/mL e das cadelas controle de 420,3pg/mL. N&o foi observada diferenca
estatisticamente significante entre as dosagens (p>0,05) (Tabela 2) (Tabela 4). A média dos
niveis séricos de IL-12 das coletas subsequentes foram 236,2pg/mL um més apos a cirurgia,
371,5pg/mL seis meses apos a cirurgia e 411,8pg/mL um ano apds a cirurgia, ndo sendo
encontrada diferenca significante entre os quatro periodos de coleta.

Quando relacionados os niveis séricos de IL-12 com as caracteristicas clinico-
patoldgicas e evolucdo clinica, foi possivel verificar concentracbes de IL-12
significativamente menores em cadelas que apresentaram tempo de evolugédo tumoral entre 6
e 18 meses ou maiores que 18 meses (p=0,04), cadelas com idade superior a 10 anos
(p=0,01), e cadelas sem envolvimento linfonodal (NO) (p=0,03) (Tabela 4) (Figura 5).

Quanto a evolucdo clinica, foi observada diminuicdo dos niveis de IL-12 em cadelas
que vieram a o6bito e naquelas com historico de recidiva tumoral, porém sem relacéo
estatisticamente significante (p>0,05).

Para andlise da curva de sobrevida, o melhor ponto de corte para discriminar o risco de
Obito elevado nas cadelas do grupo foi de 167,8pg/mL (sensibilidade de 50% e especificidade
de 80%) (Figura 6). Através do teste Kaplan Meier foi encontrada correlacdo significante
entre a alta concentracdo de IL-12 com a alta taxa de sobrevida do grupo (O.R. 0,2760; IC
95%=0,03761 a 0,8129; p=0,02) (Figura 7).

Através do teste exato de Fisher, foi observada associacdo entre menores

concentracdes de IL-12 relacionadas ao maior risco de ébito (O.R. 0,1; p=0,02).
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Tabela 4. Relacédo entre a concentracdo de IL-12 e os pardmetros clinico-patoldgicos

Parametros
clinico-patoldgicos Numero de cadelas IL-12
Caracteristica Clinica*
Controle 50 392,4 +50,46
Amostras 30 295,6 +£41,36
p 0,1
ldade*
<10 anos 16 (53%) 342,9 + 43,40°
>10 anos 14 (47%) 183,6 +31,43%
p 0,01
Tipo Histologico*
Maligno 27 (90%) 289,3 +43,43
Benigno 3 (10%) 352,2 +159,7
0,6
NUmero de nédulos*
Mdltiplos 12 (40%) 384,9+£102,7
Unico 18 (60%) 257,3 + 38,60
0,1
Tamanho#
T1 11 (37%) 291,0 + 51,63
T2 5 (17%) 297,6 +121,3
T3 14 (46%) 297,7 + 70,33
p >0,05
Linfonodos regionais#
NO 17 (56%) 420,4 +90,27°
N1/N2 13 (44%) 242,3 + 31,067
P 0,03
Metastase*
MO 23 (77%) 404,1 +139 4
M1 7 (23%) 287,2 + 39,57
p 0,2
Tempo de Evolucéo#
Até 6 meses 14 (47%) 333,7 £49,14°
Entre 6 e 18 meses 9 (30%) 155,2 + 28,36
Mais que 18 meses 7 (23%) 193,0 + 45,52°
0,04
Recidiva — Cirurgia*
Sim 8 (27%) 263,5+51,73
Nao 22 (73%) 331,8 £ 56,06
p 0,4
Recidiva/Metéastase — Obito*
Sim 10 (33%) 296,7 + 86,46
Nao 20 (67%) 396,1 £ 71,06
p 0,4
Ulceracdo*
Sim 11 (37%) 364,6 £ 106,4
Né&o 19 (63%) 283,3+31,79
p 0,3
Vascularizagédo*
Abundante 14 (47%) 392,1 £71,62
Moderada 16 (53%) 257,0 £ 39,7
p 0,1
Estadiamento Clinico#
| 7 (23%) 253,0 + 56,70
Il 7 (23%) 332,2 +100,6
1 9 (31%) 221,3+52,64
AV 7 (23%) 397,0£118,0
p > 0,05
Censura*
Obito 10 (33%) 222,3 +49,26
Viva 20 (67%) 412,7 +72,82
p 0,1

* diferentes letras indicam diferentes analises estatisticas (teste t student’s, p<0,05).
# diferentes letras indicam diferentes analises estatisticas (teste Anova, p<0,05).



Figura 5. Representacdo das mensuracdes de IL-12 em cadelas com neoplasia mamaria -
Correlacdo entre os diferentes tempos de evolucdo (p=0,04); idade (p=0,01) e envolvimento
linfonodal (p=0,03)

* p= valor significativo pelo teste t student’s e Anova.
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Figura 6. Valor de corte estabelecido para ocorréncia de ébito pela curva ROC no grupo teste
(n=30). Sensibilidade (95%IC) = 50%, Especificidade (95%IC) = 85%. IC: intervalo de confianga.
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Figura 7. Sobrevida global das cadelas com alta e baixa concentracdo de IL-12 (valor de
corte: 167,8pg/mL) (O.R. 0,2760; IC 95%= 0,03761 a 0,8129; p=0,02).
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4. Concentracdo serica do marcador tumoral CA 15-3

A média das concentracdes séricas de CA 15-3 das cadelas com neoplasia mamaria foi
de 1,5U/mL e das cadelas controle de 2,0U/mL, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significante entre as dosagens (p>0,05) (Tabela 2) (Tabela 5). A média dos niveis séricos de
CA 15-3 das coletas subseqtientes foram 3,82U/mL um més ap06s a cirurgia, 4,68U/mL seis
meses apos a cirurgia e 3,78U/mL um ano apés a cirurgia, ndo sendo encontrada relacdo
significativa entre os quatro periodos de coleta.

Quando relacionados os niveis séricos de CA 15-3 com as caracteristicas clinico-
patoldgicas das cadelas e evolugdo clinica, foi possivel verificar concentragdes
significativamente maiores em cadelas com tumores unicos na cadeia mamaria (p=0,04) e
cadelas com envolvimento linfonodal (N1/N2) (p=0,04) (Tabela 5) (Figura 8). Quanto a
evolucdo clinica, ndo foi verificada diferenca significativa nas mensuracfes das cadelas que
vieram a Obito e/ou com histérico de recidiva tumoral (p>0,05). No entanto, pdde ser
observada tendéncia de associacdo entre altos niveis de CA 15-3 e tumores ulcerados,
tamanho T3/T4, evolugdo tumoral e maior estadiamento clinico.

Para andlise da curva de sobrevida, o melhor ponto de corte para discriminar o risco de
Obito elevado nas cadelas do grupo foi de 0,18U/mL (sensibilidade de 100% e especificidade
de 35%) (Figura 9). Atraveés do teste Kaplan Meier foi possivel correlacionar a alta
concentracdo de CA 15-3 com a baixa taxa de sobrevida do grupo (p=0,07) (Figura 10).

Quando cada caracteristica clinico-patolégica do grupo foi associada ao oébito, a
recidiva tumoral e a presenca de ulceragdo apresentaram relagOes estatisticamente
significantes (O.R. 26,6; p=0,005) (O.R. 14; p=0,009) respectivamente, além disso, foi
observada tendéncia significante com metéstase tumoral (O.R. 7,5; p=0,05).
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Tabela 5. Relacéo entre a concentracdo de CA 15-3 e 0s parametros clinico-patologicos

Parametros
clinico-patoldgicos NuUmero de cadelas CA 15-3
Caracteristica Clinica*
Controle 40 1,868 + 0,267
Amostras 25 1,501 + 0,309
p 0,3
Idade*
<10 anos 13 (52%) 1,219 + 0,248
>10 anos 12 (48%) 1,807 + 0,589
p 0,3
Tipo Histologico*
Maligno 23 (92%) 1,518 £ 0,334
Benigno 2 (8%) 1,310 £ 0,620
0,8
NUmero de nédulos*
Muiltiplos 11 (44%) 0,816 + 0,247°
Unico 14 (56%) 2,039 +0,478°
0,04
Tamanho#
T1/T2 12 (48%) 1,11 + 0,260
T3/T4 13 (52%) 1,862 + 0,570
p 0,9
Linfonodos regionais#
NO 14 (56%) 0,930 +0,210°
N1/N2 11 (44%) 2,300 +0,703%
p 0,04
Metéastase*
MO 19 (76%) 1,702 + 0,391
M1 6 (24%) 0,865 + 0,262
p 0,2
Tempo de Evolugdo#
Até 6 meses 14 (56%) 1,163 £ 0,203
Entre 6 e 18 meses 6 (24%) 1,643 £ 0,927
Mais que 18 meses 5 (20%) 2,278 + 0,988
0,4
Recidiva — Cirurgia*
Sim 6 (24%) 0,805 £ 0,213
Nao 19 (76%) 1,721 + 0,391
p 0,2
Recidiva/Metéastase — Obito*
Sim 8 (32%) 4,951 + 3,865
Néo 17 (68%) 3,791 £ 1,466
p 0,7
Ulceragdo*
Sim 9 (36%) 1,834 + 0,744
Néo 16 (64%) 1,137 £ 0,205
p 0,2
Vascularizagéo*
Abundante 11 (44%) 1,018 £ 0,226
Moderada 14 (56%) 1,997 £ 0,506
p 0,2
Estadiamento Clinico#
111 10 (40%) 1,084 + 0,288
v 15 (60%) 1,796 + 0,528
p 0,3
Censura*
Obito 8 (32%) 0,811 +0,318
Viva 17 (68%) 1,494 + 0,343
p 0,2

* diferentes letras indicam diferentes analises estatisticas (teste t student’s, p<0,05).
# diferentes letras indicam diferentes analises estatisticas (teste Anova, p<0,05).



Figura 8. Representacdo das mensuracbes de CA 15-3 em cadelas com neoplasia mamaéria -

Correlagéo entre localizagao tumoral (p=0,04) e envolvimento linfonodal (p=0,04)

* p=valor significativo pelo teste t student’s e Anova.
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Figura 9: Valor de corte estabelecido para ocorréncia de 6bito pela curva ROC no grupo teste
(n=25). Sensibilidade (95%IC) = 100%, Especificidade (95%IC) = 35%. IC: intervalo de confianca.

105+
100

CA 15-3

s == Allg

85+
80+
85+
80+
75+
70+
65+
60+

Sobrevida (%)

—i— Baixa

'

200 300 400

Dias

100

Figura 10: Sobrevida global das cadelas com alta e baixa concentracdo de CA 15-3 (valor
de corte: 0,218U/mL) (p=0,07).
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5. Estimativa do numero de copias das sequéncias CAN SINEs

Através da técnica de PCR utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores de CAN
SINEs, que se ligam a regides especificas do elemento transponivel CAN, o fragmento de
interesse foi amplificado e clonado e a presenca da sequéncia de interesse no plasmideo foi
confirmada por PCR usando oligonucleotideos iniciadores especificos para a sequéncia do
plasmideo (M13). Foi verificado um produto de PCR evidenciado em gel de agarose 1% com
~350pb (183 pb do plasmideo mais 174pb do fragmento estudado), demonstrando a insercdo
do elemento. Para a PCR quantitativa, o plasmideo foi linearizado e purificado, e apds, as
amostras foram aplicadas em gel de agarose 1% evidenciando a banda correspondente ao
tamanho do plasmideo Topo TA (3,9Kb) mais a sequéncia de interesse (Figura 11).

Depois de quantificado, foi estabelecida a concentracdo final de 83,6ng/uL nas
amostras e calculado o numero estimado de copias da sequéncia de interesse. O valor
estabelecido foi de 1.89 x 10™ em 100ng/uL do plasmideo. As reacdes para estimativa do
nimero de coépias através do software de PCR em tempo real apresentou valores
correspondentes ao numero estimado da sequéncia CAN SINE para cada amostra do grupo de
cadelas com neoplasia e cadelas controle e os resultados correlacionados as caracteristicas
clinico-patoldgicas.

A média do nimero estimado de copias CAN SINE das cadelas com neoplasia
mamaria foi de 35.364,54 copias e das cadelas controle de 33.793,72 copias, ndo sendo
observada diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos (p>0,05) (Tabela 2)
(Tabela 6).

Através da analise univariada, houve aumento no nimero de copias em cadelas com
idade superior a 10 anos (p=0,02), tempo de evolucdo tumoral maior que 18 meses (p=0,01)
(Tabela 6) (Figura 12).

Para andlise da curva de sobrevida, o melhor ponto de corte para discriminar o risco de
Obito elevado nas cadelas do grupo teste foi de 19.132,00 copias (sensibilidade de 78% e
especificidade de 58%) (Figura 13). Através do teste Kaplan Meier foi encontrada correlacdo
significativa entre 0 aumento no nimero de cdpias com a baixa taxa de sobrevida do grupo
(p=0,04) (Figura 14).

Quando cada caracteristica clinico-patologica do grupo foi associada ao Obito, a
recidiva tumoral (O.R. 17; p=0,004), metastase (O.R. infinity; p<0,001) e ulcera¢do (O.R. 7,5;
p=0,03) apresentaram relacdo estatisticamente significante e quando avaliadas as estimativas

do nimero de cdpias, a correlacao foi estatisticamente significante (O.R. infinity; p=0,04).
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A influéncia simultanea dos fatores progndsticos e do nimero de copias sobre o risco
de Obito nas cadelas com neoplasia mamaria apresentaram correlagdes significativas com o
maior tempo de evolucdo (p=0,04), a ocorréncia de recidiva tumoral (p=0,001), metastase

(p<0,0001), ulceracédo (p=0,001) e o aumento no nimero de copias CAN SINEs (p=0,04).

et R ——» ~ 4105pb

Figura 11. Padréo eletroforético em gel de agarose 1% evidenciando a banda correspondente

ao tamanho do plasmideo Topo TA (3,9Kb) mais a sequéncia de interesse.
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Tabela 6. Relacdo entre o nimero de copias e os pardmetros clinico-patolégicos

Parametros
clinico-patoldgicos Numero de cadelas CAN SINEs
Caracteristica Clinica*
Controle 46 30536 + 3474
Amostras 28 32985 + 4738
p 0,6
Idade*
<10 anos 15 (54%) 25850 + 42822
>10 anos 13 (46%) 45780 + 7291°
p 0,02
Tipo Histologico*
Maligno 25 (89%) 33701 + 4682
Benigno 3 (11%) 49228 + 14944
0,2
NUmero de nédulos*
Mdltiplos 11 (39%) 37010 + 9274
Unico 17 (61%) 34300 + 5837
0,7
Tamanho#
T1/T2 14 (50%) 3655 + 7156
T3/T4 14 (50%) 3418 + 5634
p 0,7
Linfonodos regionais#
NO 16 (57%) 28270 + 5058
N1/N2 12 (43%) 44284 + 7337
p 0,07
Metéastase*
MO 23 (82%) 34000 + 5101
M1 5 (18%) 41620 + 9312
p 0,5
Tempo de Evolugao#
Até 6 meses 13 (46%) 24638 + 3696°
Entre 6 e 18 meses 10 (36%) 41188 + 8613
Mais que 18 meses 5 (18%) 60977 + 10876°
<0,05
Recidiva — Cirurgia*
Sim 8 (28%) 36100 + 8849
Né&o 20 (72%) 35070 + 5318
p 0,9
Ulceragéo*
Sim 10 (36%) 30380 + 7634
Nao 18 (64%) 38130 + 5574
p 0,4
Vascularizagéo*
Abundante 15 (53%) 34214 + 6213
Moderada 13 (47%) 36692 + 6693
p 0,7
Estadiamento Clinico#
111 13 (46%) 35900 + 76980
Hnv 15 (54%) 34900 + 52950
p 0,9
Censura*
Obito 9 (32%) 46049 + 8811
Viva 19 (68%) 29227 + 4863
p 0,08

* diferentes letras indicam diferentes analises estatisticas (teste t student’s, p<0,05).
# diferentes letras indicam diferentes analises estatisticas (teste Anova, p<0,05).
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Figura 12. Representacdo em numero de copias em cadelas com neoplasia mamaria — Correlacéo entre
idade (p=0,02) e os diferentes tempos de evolugédo (p=0,01)

* p=valor significativo pelo teste t student’s e Anova.
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V. DISCUSSAO

A grande heterogeneidade do céncer de mama dificulta a avaliacdo precisa da
agressividade do tumor. Torna, ainda, complexas as decisdes terapéuticas e propicia
tratamentos inadequados em alguns casos. Uma terapia baseada em uma avaliacdo
progndstica possibilita a aplicacdo das diferentes modalidades terapéuticas utilizadas no
tratamento do cancer com a intensidade e a efetividade adequadas e individualizadas para
cada paciente especifico (ABREU; KOIFMAN, 2002).

Tumores espontaneos em animais de companhia representam um recurso valioso e
pouco utilizado na pesquisa do cancer, uma vez que ja sdo reconhecidos como modelos de
estudo para o cancer de mama humano. A complexa interacdo entre o tumor e o
microambiente do hospedeiro associados ao desenvolvimento e progressdo tumoral podem ser
efetivamente avaliados neste modelo animal e, como tal, oferecer uma perspectiva sobre a
biologia do cancer (HAHN; WEINBERG, 2002).

A prevaléncia de malignidade estabelecida neste estudo de 88,0% foi maior que a
verificada em outros estudos de neoplasias mamarias em cadelas, que consideram 50%
malignos (SLATER, 2007). Este resultado inesperado pode ser considerado um ponto de
interesse para investigacdes futuras, e pode-se inferir que este alto percentual indica que a
busca pelo atendimento e subsequente exérese tumoral em nosso meio ocorre em estagios ja
avancados da doenca. Além disso, foi constatado que a sobrevida é diretamente proporcional
a diferenciacdo histologica, sendo observado menor sobrevida em grau Ill. Resultados do
estudo de Karayannopoulou et al. (2005) em cdes com neoplasia mamaria corroboram com 0s
achados, verificando que o nimero de mortes no periodo de dois anos foi de 0/27 (0%) para
cdes com carcinoma de grau I, 13/28 (46,4%) para cdes com carcinoma de grau Il e
26/30 (86,7 %) para cées com carcinoma de grau IlI.

E de extrema importancia a identificacio de novos fatores com potencial valor
prognostico e que possam predizer o diagndstico precoce de metastases linfonodais ou a
distancia, dados estes considerados fundamentais para o direcionamento de procedimentos
clinicos e terapéuticos, favorecendo a sobrevida do animal. E a partir deste conceito que 0 uso
de marcadores tumorais séricos se faz necessario, uma vez que eles desempenham papel
importante no diagnostico precoce, determinacdo do progndstico, previsdo da resposta
terapéutica especifica, detecgdo precoce de recorréncia apos cirurgia e acompanhamento de
terapia em pacientes com doenca avangada (KIM et al., 2009), além de ser um método pouco

invasivo e de alta especificidade.
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Sabe-se que ha uma forte relacdo entre a inflamagdo e o cancer e esta desempenha
papel diferencial na génese e progressdao do cancer. O ponto chave deste processo € o
equilibrio entre citocinas pro e anti-inflamatorias secretadas (BIEN et al., 2009).

Os resultados encontrados neste estudo sugerem que a IL-8 pode ser usada como um
marcador progndstico na neoplasia mamaria canina, corroborando com o estudo de Waugh et
al. (2008), que sugerem que a IL-8 funciona como um fator regulatério no microambiente
tumoral, sendo observado aumento na sua expressdo e receptores em células tumorais,
endoteliais, neutrofilos infiltrantes e macrofagos tumor-associados.

Os niveis séricos de IL-8 foram significativamente maiores nas cadelas com neoplasia
mamaria, quando comparados as controles. Da mesma forma, alguns estudos tém relacionado
fatores inflamatorios e angiogénicos a malignidade tumoral e indicam que a expressao da IL-8
pode ser usada para predizer o prognéstico (PEREZ et al., 2000; Vant't VEER et al., 2005).
De acordo com Yeon et al. (2011) altos niveis de citocinas pré-inflamatorias foram
verificados em pacientes com cancer de mama. Estudos de Benoy et al. (2004) e Kozlowski et
al. (2003) encontraram elevadas concentragOes de IL-8 em pacientes com cancer de mama
bem como em estagios avancados da doenca.

Através das coletas subsequentes, foi possivel observar diferencas nos niveis de IL-8 a
cada periodo pds-cirurgico. O aumento nas concentracdes de IL-8 em grande parte do grupo
na coleta realizada um més apos a cirurgia, pode ser explicado pela liberacdo desta citocina
nos sitios de inflamacédo e na resposta a injuria celular, que ocorre no periodo de cicatrizag&o.
Coussens et al. (2002) observaram que as quimiocinas possuem um grau elevado de
especificidade para quimiotaxia de populacGes de leucocitos especificos, que recrutam células
efetoras e determinam a evolucao natural da resposta inflamatoria.

As correlacdes entre o aumento nos niveis de IL-8 e os fatores de malignidade
tumoral, envolvendo os parametros clinico-patoldgicos indicadores de pior evolucao clinica,
podem caracterizar essa citocina como marcador de progndstico ruim. Trabalhos relacionando
a IL-8 com esses parametros apresentam resultados controversos na literatura. Estudos de
Ahmed et al. (2006) verificaram altos niveis de IL-8 em pacientes com cancer de mama com
envolvimento linfonodal e presenca de metastase. Yao et al. (2006) encontraram relacdo
significativa entre os niveis de IL-8 e o tipo histoldgico e status linfonodal, considerando-a
como fator atil no progndstico no cancer de mama. Ao contrario, Derin et al. (2007) nédo
encontraram diferenca entre os niveis de IL-8 em pacientes com cancer e controle mas apenas
relacdo com metéstase.

Pela curva de Kaplan-Meier foi observado que 80% das cadelas que vieram a ébito

apresentaram niveis elevados de IL-8 e quando reavaliadas as concentracGes da Ultima coleta
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nas cadelas com recidiva e metastase tumoral, os valores apresentaram aumento
estatisticamente significante. Esses resultados sugerem que o0 aumento nos niveis dessa
citocina possa ser considerado uma marcagdo progndstica independente para a sobrevida e na
identificacdo de pacientes com pior prognostico. Da mesma forma, Zhous et al. (2006)
conferem a essa citocina um papel de indicador da agressividade tumoral. Benoy et al. (2004)
observaram altos niveis de IL-8 em 67% dos pacientes com cancer de mama avangado 0sS
quais sobreviveram por um curto periodo. A expressdo de IL-8 e seus receptores em linhagens
celulares de cancer de mama sugerem que essas células estdo sujeitas aos efeitos de
sinalizacdo autocrina/paracrina dessa citocina, a qual é associada a proliferacdo celular,
migracédo e invasdo (WAUGH; WILSON, 2008), além de relacdo com o feno6tipo metastatico
(BOBROVNIKOVA-MARIJO et al., 2004; DE LARCO et al., 2003; SLATER, 2007).

Através da andlise univariada com relacdo ao oObito, foi encontrada associacdo dos
fatores preditivos de avanco e pior prognostico tumoral com o aumento nas concentragdes de
IL-8. Tem-se bem estabelecido na literatura que o risco de recidiva e 6bito em pacientes com
cancer de mama ¢é relativamente proporcional ao tamanho tumoral, envolvimento de
linfonodos e presenca de metastases. Além disso, de acordo com Sakao et al. (2006),
pacientes com pior estadiamento clinico apresentam menor sobrevida global. Corroborando
com nossos resultados, um estudo de Xie (2001) encontrou alta expressdao de IL-8 associada
ao pior estadio tumoral, a progressao e recorréncia da doenga ndo s6 no cancer de mama
como também em pacientes com melanoma, céncer gastrico, de ovério e prostata.
Bobrovnikova-Marjon et al. (2004) e De Larco et al. (2003) relacionaram a IL-8 ao fenotipo
metastatico de mama e tambeém a promocdao do potencial das células tumorais, principalmente
porque essa area recebe um rico suprimento sanguineo.

Ao contrario dos achados para IL-8, elevados niveis de IL-12 tém sido associados ao
melhor progndstico, enquanto niveis reduzidos caracterizam esta citocina como progndéstico
negativo no cancer de mama (BIEN et al., 2009).

Os niveis séricos de IL-12 foram menores nas cadelas com neoplasia mamaria quando
comparadas as controles. Estudo de Derin et al. (2007) caracterizaram a IL-12 na imunidade
antitumoral através da inibicdo da angiogénese, sendo sua deficiéncia relatada em pacientes
com tipos variados de cancer, incluindo cancer de mama. Estudo de Bien et al. (2009)
encontraram baixos niveis de IL-12 em grupos de pacientes com sarcomas, linfomas
Hodgkin's e leucemia classificados com pior prognéstico e pior resposta a terapias
adjuvantes. Ao contrério, Derin et al. (2007) ndo encontraram diferenca entre os niveis de IL-

12 em pacientes com cancer de mama ao grupo controle.
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Estudos tém demonstrado resposta imune deficiente e citocinas desreguladas em
pacientes diagnosticados com cancer. Ja € estabelecido que células malignas sdo capazes de
escapar da vigilancia imune através de estratégias variadas, entre elas, a produgéo e secrecdo
de fatores sollveis capazes de suprimir respostas antitumorais especificas; evidéncias
suportam a idéia que a mudanca de respostas do tipo Thl para o tipo Th2 pode ser relevante
em inibir as reagdes imunes antitumorais eficazes e promover o crescimento tumoral e sua
disseminacdo (BIEN et al., 2009). A diminuicdo nos niveis de IL-12 e sua relacdo com
parametros clinico-patolégicos indicadores de pior evolucdo clinica, como o0 maior tempo de
evolugdo tumoral, historico de recidiva, Obito e idade avancada corroboram com a idéia de
gue a supressdo dessa citocina esta associada aos fatores de risco de tumorigénese e
progressao tumoral. Niveis baixos de IL-12 também foram relacionados ao curto intervalo
livre da doenca no estudo de Bien et al. (2009) em variados tipos de cancer através da analise
multivariada.

Na andlise de sobrevida do grupo, foi verificado que 85% das cadelas que
permaneceram vivas durante o intervalo de acompanhamento nas coletas apresentaram niveis
elevados de IL-12 e, através do teste exato de Fisher, foi observada ainda associacdo entre
menores concentracdes de IL-12 ao maior risco de 6bito. Estudos de Nagashima et al. (2008)
também mostraram altos niveis de 1L-12 associados a alta sobrevida em pacientes com cancer
cervical. Assim, niveis elevados podem ser associados ao melhor progndstico também em
cadelas.

A 1L-12 tem o potencial ndo s6 de promover a resposta imune antitumoral, mas
também de bloquear a atividade de células do sistema imune. Steding et al. (2011) avaliaram
a IL-12 como modulador da atividade de células supressoras mieldides através da terapia
génica e encontraram alteracdo na funcédo supressora dessas células, decréscimo no percentual
de células no microambiente tumoral e aumento de células T CD8(+). Além disso, o
tratamento com IL-12 resultou no aumento da taxa de sobrevida, pela reducdo de metéstases,
classificando-a como um modulador da supressdo imune com significativo potencial
terapéutico. Estudo de Yong et al. (2011) a partir da administracdo de IL-12 e IL-21 na
indugdo da atividade antitumoral de células mononucleares de sangue em pacientes com
cancer endometrial, observaram aumento da citotoxicidade nas células com consequente
inibicdo da apoptose celular.

A manipulacdo de citocinas no ambiente local tumoral tornou-se 0 método mais
eficaz para quebrar a tolerdncia imunoldgica tumor-induzida. Muitos estudos tém descrito a
terapia génica com IL-12 no tratamento de tumores de animais de laboratério, incluindo

melanomas, carcinomas de colon e de mama (CHUANG et al., 2009). Um estudo de Chuang
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et al. (2009) reportaram o tratamento com IL-12 em cdes da racabeagle com
tumor venéreo transmissivel canino (CTVT), sendo observada alta resposta imunologica.
Sabel et al. (2010) avaliaram a combinacéo de IL-12, IL-18 e TNF-a na geragdo da resposta
imune tumor especifica e na sobrevida em modelos metastaticos de cancer de mama e
observaram o aumento na maturacdo de células dendriticas e apresentadoras de antigenos e
de células T citotoxicas, resultando em umaresposta de células T anti-tumorais com
base imunoldgica capaz de erradicar a doenca disseminada.

Embora a mensuracdo de marcadores tumorais no cancer de mama esteja em destaque
h& quase 20 anos, sua utilidade permanece obscura. Em pacientes com carcinoma de mama
metastatico os marcadores tumorais parecem ser Uteis durante 0 acompanhamento, mas existe
uma grande variedade nas taxas de positividade, de 50 a 80%, e mais especificamente, no
cancer de mama primario, sdo relatadas variagcoes de 4 a 51%. Assim, estudos relacionando os
marcadores tumorais com fatores prognoésticos ja estabelecidos no cancer visam classifica-los
como potenciais parametros na avaliacao prognostica (MOLINA et al., 2010).

Os niveis séricos de CA 15-3 encontrados nesse estudo ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significante entre o grupo de cadelas com neoplasia maméria e cadelas
controle, confrontando com a maioria dos trabalhos encontrados na literatura. Estudo de
Marchesi et al. (2010) mostraram diferenca significante entre os valores séricos desse
marcador no grupo de cadelas com neoplasia comparado ao grupo controle. Estudos de Samy
et al. (2010) encontraram altos niveis de CA15-3 em pacientes com cancer associados a
reincidéncia e ao comportamento agressivo do tumor.

Os resultados controversos dos niveis séricos de determinadas proteinas encontrados
na literatura, em cadelas com neoplasia mamaria podem ser explicados pela grande variedade
de tipos histoldgicos tumorais encontrados nessa espécie (MARIC et al., 2011; MARCHESI
et al., 2010).

As correlagBes encontradas nesse estudo no aumento dos niveis de CA 15-3 aos
fatores de malignidade, como ulceracdo, envolvimento linfonodal, maior tamanho, grau de
estadiamento elevado e evolugdo clinica, caracterizam-na como marcador de progndstico
ruim. Estudo de Azawi et al. (2006) também relacionaram elevacdes nos niveis de CA 15-3
ao progndstico ruim, incluindo maior tamanho tumoral, estdgio avancado da doencae
presenca de metastase. No entanto, foram observados maiores niveis do marcador em nédulos
Unicos na cadeia mamaria, corroborando com o estudo de Molina et al. (2010) onde niveis
elevados do marcador foram observados em pacientes sem envolvimento linfonodal.

Pela curva de Kaplan-Meier, mesmo ndo sendo observada correlacédo significativa nos

niveis da proteina com a sobrevida do grupo teste, foi verificado que todas as cadelas que
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vieram a 6Obito apresentaram niveis elevados de CA15-3 corroborando a idéia que a evolucao
clinica da doenga esta diretamente relacionada a niveis elevados de CA 15-3. Estudo de
Velaiutham et al. (2008) encontraram taxa de sobrevida global de cinco anos em 85% dos
pacientes com valores dentro do intervalo de normalidade de CA15-3 em comparacao a 38%
dos pacientes com valores elevados do marcador. Estudo de Martin et al. (2006)
demonstraram elevados niveis séricos do antigeno associado a uma pior evolucédo clinica da
paciente.

O entendimento do funcionamento do genoma humano em individuos saudaveis e
doentes pode ser melhor compreendida quando comparados a estrutura do genoma de outras
espécies. Cédes domésticos sdo um exemplo particularmente bom, sendo considerada uma
estrutura populacional incomum que oferece oportunidades Unicas na compreensdo da
genetica na base da morfologia, comportamento e doencas suscetiveis (KIRKNESS et al.,
2003). As mudancas genéticas e epigenéticas no DNA plasmatico tem sido associadas ao pior
prognostico em varios tumores. Ha relatos de que cerca de 50% de todos os pacientes com
cancer tém aumento do DNA na circulacédo, assim, niveis de DNA livre circulante podem ser
usados como mais uma alternativa no estudo do cancer (...).

O aumento no namero de copias do elemento CAN SINE observado nesse estudo pode
caracteriza-lo como um marcador de pior prognostico. Estudos tém demonstrado elevados
niveis de DNA livre circulante no plasma de pacientes com variados tipos de cancer. Yang et
al. (2008) indicaram que a integridade de DNA circulante, calculada por valores de thereshold
de 400pb e 100pb de um gene especifico por gPCR pode ser um biomarcador molecular para
deteccdo de canceres ginecologicos e de mama. A partir de um estudo de Umetani et al.
(2006) com niveis absolutos de sequéncias ALU, foram observadas elevagdes nos niveis das
sequéncias, relacionados a estagios avancados do cancer de mama em humanos. Schaefer et
al. (2007) verificaram que cdes com neoplasia linféide apresentam aumento do DNA
plasmatico, caracterizando-o como um indicador de progndstico ruim.

Em individuos saudaveis, 0 processo de apoptose € a principal fonte de DNA livre
circulante, o qual, através do processo de clivagem enzimatica, libera fragmentos de 185 a
200 pares de base (pb) de comprimento. Ao contréario, em células malignas o tamanho dos
fragmentos é bastante variavel, devido aos diversos processos que levam a morte celular:
apoptose, necrose, autofagia ou catastrofe mitotica. Assim, altos niveis de fragmentos longos
de DNA podem ser étimos marcadores para a deteccdo de DNA tumoral maligno em sangue
(UMETANI et al., 2006).

O DNA livre circulante no soro/plasma é um biomarcador promissor do cancer, pois

contém DNA liberado a partir da morte celular e tem sido considerado um preditor da
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existéncia e/ou progressdo cancer de mamae ginecologico (BRANT et al., 2003). As
correlagdes encontradas entre 0 aumento no nimero de copias das sequéncias CAN SINEs
com os fatores de evolucdo tumoral caracterizam o DNA livre circulante como potencial
marcador prognostico no cancer de mama.

Através das analises uni e multivariadas com relacdo ao 6bito, foram encontradas
associacOes dos fatores preditivos de avango e pior prognostico tumoral juntamente a
quantificacdo do DNA livre circulante. A partir dos nossos achados, o aumento na liberacéo
do DNA e consequente aumento no nimero de copias das sequéncias SINES estdo associados
a recidiva tumoral, evolucdo tumoral, presenca de metastase e ulceracdo. Estudo de Umetani
et al. (2006) avaliaram a integridade do DNA em cancer colorretal, considerando-o como um
biomarcador clinicamente 0til na deteccdo do cancer; mostrando niveis significativamente
maiores na malignidade do tumor.

Foi observado ainda que todas as cadelas que vieram a ébito apresentaram aumento no
numero de cépias do elemento CAN SINE, inferindo na maior liberacdo do DNA livre
circulante associado as modificacbes celulares malignas que acontecem no cancer, e
concluindo que essa estimativa de marcacdo progndstica é independente para a sobrevida,
podendo ser utilizada no controle do estadiamento do cancer de mama.

Os dados aqui obtidos poderdo ser correlacionados a informagdes clinicas, e permitir,
por exemplo, o diagnostico precoce de metastases linfonodais ou a distancia, dados estes,
considerados fundamentais para o direcionamento de procedimentos clinicos e terapéuticos,

que podem favorecer a sobrevida da paciente.
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VI. CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu estabelecer as seguintes conclusdes:

Altos niveis séricos de IL-8 e baixos niveis de IL-12 em cadelas com neoplasia
mamaria tiveram relagdo com parametros clinico-patolégicos de pior prognostico e
evolucdo clinica permitindo inferir sua marcacdo prognéstica ndo invasiva de
acompanhamento. Os resultados corroboram na concordancia de que altos niveis de
IL-8 e baixos niveis IL-12 tem relacdo com o progndstico reservado para a cadela

portadora de neoplasia mamaria,;

Altos niveis séricos do CA 15-3, marcador prognostico ja estabelecido na rotina
clinica das pacientes com cancer de mama, tiveram relacdo com a rapida evolucgédo
tumoral e menor sobrevida das cadelas, inferindo seu possivel uso como marcador de

pior progndstico também na espécie canina;

Altos niveis circulantes das sequéncias SINEs verificados nas cadelas deste estudo
com rapida evolucdo tumoral e maior risco de obito corroboram em classifica-lo como
marcador de prognéstico ruim para cadelas portadoras de neoplasia mamaria. O
desenvolvimento de ensaios clinicos rapidos e de minima invasdo como o indice de
DNA circulante em tumores mostraram-se importantes e potenciais marcadores de

progndstico e evolucao do cancer, além de ser um método preciso e inovador.
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I.  Apéndice

APENDICE A - Protocolos de preparo das solucdes

'PBS 1x (pH 7,2 - 7,4)

Cloreto de SOdiQ -------------=--=-=mcmmmmeeeme 8,029
Cloreto de Potassio ---------=-==-======znmmnmm- 0,201g
Fosfato dissodico --------------=-=-mnmmmneucen-- 1,159
Fosfato de potassio ------- -0,21g
Agua destilada (pH 7,2 — 7,4) --=----=---=----- 1 litro
2 Reagente Diluente (BSA Tween 20) 1%

Sy — S — 70 mL
BSA ---mmemmmmmmeee e 0,79




> Solucéo de lavagem (0.05% Tween 20 em PBS)
Tween 20 ----------=--=m-mmmmmmee- 500pL

o] Ty — —— T

® Solucao de lavagem (Tris-HCI + Tween 20)

Solucdo de lavagem (Tris-HCI + Tween 20) ------------ 50mL
Agua destilada -----------==---mmmemem e eeeeee -- 1200mL

’ Solucao trabalho (Tracer HRP + Biotina Anti-CA15-3)

Tracer HRP ------------mmmemmeeeee 600pL
Diluente biotina ------------------- 12mL

® Reacdo de Big Dye - Sequenciamento

2uL de DNA

2uL de Big Dye

1yl de Tampéo

4uL de H,O

1uL de primer (M13)
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ANnexos

ANEXO A - Modelo do Termo de Consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
1De acordo com os pinciplos ¢licos estabelecidos na Lei n” 11.794/2008 ¢ na resolugio n” T14/2002)

Titulo da Pesquisa: “Detecgdo de potenciais marcadores prognosticos ¢ preditivos em
neoplasia mamaria de cadelas”

= “Avaliagio do CA 15-3, IL-8, IL-12 e DNA livre circulante como marcadores
prognosticos no soro sanguineo de cadelas com neoplasia maméria™

=> “Avaliagdo da glutationa e de suas enzimas, e do estresse oxidativo, como marcadores
prognosticos e preditivos de neoplasia mamaria em cadelas”

Pesquisadores Responsdveis: Prof* Dra. Debora A. P. C. Zuccari — Coordenadora /
(rabriela Botraro Gelaleti = Mestranda / Camila Leonel da Silva = Treinamento Técnico

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

A O estudo tem como objetivo avaliar o papel das proteinas CA 15-3, IL-8 e [L-12 e do
DNA livre circulante em cadelas em diferentes momentos, além de avaliar o papel da
proteina glutationa e suas enzimas relacionadas; a fim de verificar a relagiio entre os
valores e utiliza-los como marcadores de crescimento tumoral ¢ no surgimento de
metastases,

B. Sera coletada uma amostra sanguinea do amimal (3 mL) no momento da cirurgia e
posteriores coletas serdao feitas: um més apos a cirurgia, seis meses apos a cirurgia e 18
MEses apos a cirurgia.

C. Apés a cirurgia para retirada do tumor sera cortado parte deste material, um pedacinho
que sera enviado ao laboratorio para diagnostico histopatologico. Néo havera mudanca
na técnica cirurgica para esta coleta,

Declaro que, apos ter sido convemientemente esclarecido pelo pesquisador sobre a
utilizagdo 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 ¢ espontancamente deste estudo e me comprameto
a manter contato com o grupo para as 3 coletas subseqientes em 1 més, 6 meses ¢ 18 meses
apos a cirurgia.

Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questio. E comprometo-me a
conceder a coleta de amostras sanguineas da minha cadela durante os quatro periodos da
pesquisa e ainda, comprometo-me a manter o pesquisador informado no caso de mudanga
de enderego ou telefone.
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Nome do(a) proprietariofa):

Nome da cadela;

Idade da cadela:

Data em que o tumor foi observado pelo proprietario.
Data em que o animal foi levado para consulta:

Data do diagnéstico do tumor pelo profissional

Inicio do tratamento;

Endereco residencial: n"
Bairro: Telefone residencial: Celular:
Data: f f ! Assinatura:

Declaracio de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios deste
estudo Coloquei-me a disposiclo para perguntas ¢ respondi a todas. Obtive o
consentimento de maneira livie ¢ me coloquer 4 disposigio pam csclarccimento de qualquer
dirvida sobre o estudo pelos enderegos abaixo indicados.

Mome dola) pesquisador:

Inscrigio no Conselho Regional: ... T e R R _

Profa. Dra Debora A P.C Zuccari - Unidade dc Pesquisa em Genética ¢ Biologia Molecular -
UPGEM.

Av. Brigadeiro Faria Lima. n” 3416 FAMERP - Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
Sfin Jasé do Rio Preto, SP - CEP | 5(90-000

Fone: (17) 3201 -5885

e-mail: debomm zuccand fameip br
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ANEXO B - Modelo da Ficha Clinica do animal

FICHA CLINICA n°
RGHospital:
Data de atendimento.
Proprietano:
Telefone:

Residente responsavel:

Raga: Idade: Peso.
Sexo:F( ) M()
Tecido ou orgdo afetado:
Historia clinica: recidiva? ( )
tempo de evolugo: imés( ) até6meses( ) mais de 6 meses ( )
metastase? ()

Localizagdo:

Dimensdes do tumor (T): X x__ (cm)
TO - auséneia do tumor primirio evidente ou auséneia de recidiva
T1-<3cm
T2-entre3e5cm
T3- >5¢m

Envolvimento de linfonodos regionais.
NO - sem envolvimento evidente
N1 - envolvimento unilateral Nla - moveis N1b - fixos
N2 - envolvimento bilateral N2a - moveis N2b - fixos
Quanto 4 confirmaclio histologica de envolvimento de linfonodos: (-) ou (+)

Metastase 4 distdncia:
MO - sem metistases evidentes
M1 - metastases a distincia incluindo linfonodos nilo regionaic
Mx - impossivel avaliar existéncia de metastases

Caracteristicas do tumor:
forma: arredondada ( ) lobulada ( ) cistica( )

hemorragia: ulceragdo ( ) necrose () odor( )
secre¢do: ipo:

coloragdo:

séssil () pedunculado () encapsulado ( )
consisténcia: dura () mole( )

cardter infiltrativo: sim ( ) nido ( )
superficie externa: lisa ( ) granular ( ) brilhante ( ) nodular ( )
irrigacio: escassa ( ) abundante ( ) moderada ( )
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ANEXO C - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
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