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MUTACAO E SUPEREXPRESSAO DE p533 EM NEOPLASIAS MAMARIAS DE
CADELAS

Maria Juliana Coelho Dias da Silva Teixeira

Orientador: Aurea Wischral

RESUMO -A incidéncia e o nivel de mortalidade associada a diversidade dos fendtipos
de cancer requerem estratégias para seu diagnéstico. Neste trabalho, objetivou-se avaliar
a relacdo das mutacdes no gene TpS53 com o céincer de mama em cadelas, através da
expressdo imunoistoquimica da proteina p53 e do polimorfismo do gene nos tecidos
mamadrios. No Experimento 1 foi verificada a expressdo imunoistoquimica da proteina
p53 associando-a ao aspecto morfologico de tecido glandular mamadrio sadio, a
classificacdo e gradacdo dos tumores mamarios e ao tecido linfonodal inguinal
ipsilateral, (com ou sem metdstase). Para isso foram utilizadas 19 mamas normais
(Grupo 1 - controle), 29 amostras de mamas com diagndstico clinico de tumor (Grupo
2), 29 mamas contra laterais (Grupo 3) e 29 linfonodos (Grupo 4). O material foi
analisado por técnicas convencionais de microscopia (coloragio HE) para
caracterizacdo dos tecidos e por imunoistoquimica (método da estreptavidina-biotina
peroxidase) para avaliar a expressdo da proteina p53 nos compartimentos celulares. As
mamas do Grupo 2, pela andlise histopatoldgica, apresentaram 65,52% de tumores
malignos e 13,79% de tumores benignos. Foram observadas metdstases em 6,9% das
mamas contra laterais (Grupo 3) e em 31,03% dos linfonodos (Grupo 4). A marcagdo
imunoistoquimica, para expressdo de p53, ndo foi observada em tecidos de animais
normais, mas foi evidente tanto em células de tumores malignos quanto benignos
localizando-se no nicleo, no citoplasma ou em ambos compartimentos celulares. As
mamas contra laterais e os linfonodos que apresentaram metdstase também foram
marcados, bem como tecidos que ainda apresentavam padrdo de normalidade. Nao
houve diferencas estatisticas entre a intensidade da marcacdo e do nimero de células
marcadas com o grau de malignidade. No Experimento 2, o objetivo foi detectar
mutagdes em seqiiéncias do exon 8 do gene TpS3 através da técnica PCR-RFLP com
enzimas especificas de restricdo para associar o padrdo de bandas obtidas ao tipo de
tumor de mama ou tecido de glandula mamaria normal de cadelas. Foram utilizadas 19
cadelas sadias (controle) e 50 cadelas submetidas a retirada de tumor das quais foram
obtidas amostras dos tecidos tumorais e de glandulas mamarias sadias contra laterais. A
extragdo de DNA foi realizada pela técnica de fenol-cloroférmio e a PCR-RFLP foi
utilizada para amplificacdo e digestdo do exon 8 do Tp53 com 6 endonucleases de
restricdo, Smal, Ddel, Rsa, Aval, Bsobl e Alul. O DNA amplificado apresentou uma
unica banda de 200 pb no gel de agarose 0,8%. O produto de PCR apresentou em média
94% de homologia com a seqii€ncia conhecida do gene (GeneBank —AAB42022.1). Das
6 enzimas selecionadas, apenas 4 apresentaram polimorfismo (Alul, Bsobl, Ddel e
Smal) na seqiiéncia do ex6n 8 do tumor quanto ao nimero dos pares de base
nucleotideos (pb) ou quantidade de clivagens. O padrdo das bandas de cada enzima
apresentou polimorfismo entre os grupos diferentes, mas ndo dentro do seu grupo
(cadelas normais, glandulas mamarias com tumor e mama contra lateral ao tumor). Nao
houve diferenca entre os tecidos de mamas com tumor e as contra laterais do mesmo
animal, para as enzimas Alul, BsoBI e Smal, reforcando a idéia de que os tecidos que
ainda ndo apresentam alteracdo visivel, ja se encontram alterados no nivel molecular e
portanto sdo potencialmente capazes de desenvolver tumores ao longo do tempo.
Conclui-se que o gene TpS3 estd fortemente envolvido na etiologia das neoplasias de
mamas em cadelas, podendo ser utilizado como pardmetro para analisar o
comportamento destes tumores. A andlise da expressdo da proteina p53 associada a
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marcadores genéticos que identificam mutagdes na seqiiéncia do gene, pode propiciar o
diagnéstico precoce da patologia, permitindo o tratamento em tempo de evitar
metastases.

Palavras-chave: neoplasia, glindula mamaria, p53, cadela, PCR-RFLP.

Mutation and over expression of p53 in mammary neoplasy in canine females
Maria Juliana Coelho Dias da Silva Teixeira

ABSTRACT: The major incidence and the high level of mortality associated to the huge
diversity of the cancer phenotypic require numerous strategies for its diagnosis. In this
research, the aim was to evaluate the mutation relation in the gene Tp53 with the breast
cancer in female dogs, through the immunohistochemistry expression of the protein p53
and of the gene polymorphism in the breast tissues. In the Experiment 1, was studied the
immunohistochemistry expression of the protein p53 in relationship to the morphologic
aspects of healthy mammary tissues, to classification and grade of tumors and to the
ipsilateral inguinal lymph-nodes tissue, metastatic or not. For this purpose 19 breasts
from healthy female dogs were used (Group 1- control), 29 samples of breasts with
clinical diagnosis of tumor (Group 2), 29 contralateral breasts (Group 3) and 29 lymph-
nodes (Group 4). The material was analyzed by conventional techniques of microscopy
(staining HE) for tissue’s characterization and by immunohistochemistry
(estreptavidina-biotina peroxidase method) to evaluate the expression of the protein p53
in the cellular compartment. The contralateral breasts and the lymph-nodes that showed
metastasis were also marked, as well as the tissues that still showed normality. There
weren't statistical differences between the staining intensity and the number of cells
stained with malignity grade. In the Experiment 2 the aim was to detect mutations in
sequences of the exon 8 of the gene TpS53 through the PCR-RFLP technique with
specific restriction enzymes to associate with band patterns obtained to the breast tumor
type or normal tissues in female dogs. Were used 19 healthy female dogs (control) and
50 female dogs submitted to the tumor exerese from wich samples of tumor tissue and
of healthy contralateral mammary glands were obtained. The DNA extraction was done
through the fenol-cloroformic method and the PCR-RFLP technique was used for
amplifiation and digestion of the exon 8 of the Tp53 with 6 restriction endonucleases,
Smal, Ddel, Rsa, Aval, Bsobl e Alul. The amplified DNA showed only one side of 200
pb in the agarose gel (0,8%). The PCR product showed on average 94% of homology
with the known sequence of the gene (GeneBank —~AAB42022.1). Among the 6 chosen
enzymes, only 4 showed polymorphism (Alul, Bsobl, Ddel e Smal) in the tumor
sequence of the exon 8 as to the numbers of pairs of the base (pb) or the quantity of
cleavages. The band patterns of each enzyme showed polymorphism among the
different groups, but not inside each group (normal female dogs, tumor mammary
glands and contralateral breasts). There was nt any difference among the breast tissues
with tumor and the opposite laterals of the same animal, for the enzymes Alul, BsoBI e
Smal, reinforcing the idea that the tissues that didn’t showed visible alterations were
already changed at the molecular level and therefore were potentially capable of
developing tumors over the time. It is concluded that the gene Tp53 is strongly involved
in the breast cancer etiology, and it could be used as a parameter to analyse these
tumors” behavior. The analysis of the protein p53 expression associated to the genetic
markers that identify the mutations in the gene sequence could propitiate the early
diagnosis of this pathology, allowing the treatment in time of avoiding metastasis and
risks of the animal’s survival.

Key Words: mammary cancer, canine, metastasis, p53, PCR-RFLP
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1 INTRODUCAO

As neoplasias mamdrias, particularmente na espécie canina, sdo especialmente
uteis para fundamentos de pesquisas cientificas. O conhecimento adquirido do
carcinoma mamario canino pode fornecer um melhor modelo comparativo para estudos
do céncer de mama humano, ja que a prevaléncia de tumores das glandulas mamaérias
em cdes supera em até 3 vezes a das mulheres, além da similaridade histolégica entre o
carcinoma ductal invasivo da mulher e adenocarcinoma mamario da cadela. Ocorre,
ainda, similaridade das caracteristicas epidemioldgicas, como faixa etdria de
aparecimento, clinica, comportamento bioldgico, identificadas através do efeito protetor
apds a ovariectomia, a presenca de receptores de estrégeno e progesterona, os Orgaos
alvo de metéstase, além da influéncia genética (STRANDBERG e GOODMAN, 1974;
CAVALCANTE, 1977; NETO, 1992; YORIKO et al., 2000).

A grande incidéncia e o elevado nivel de mortalidade, associados a enorme
diversidade dos fendtipos de cancer, requerem numerosas estratégias para seu
diagnéstico. A biologia molecular tem contribuido significativamente para o
entendimento da etiologia das doencas. As técnicas de recombinagdo dos dacidos
nucléicos t€m permitido aos pesquisadores identificar varios genes responsaveis por
doencas hereditérias, detectar agentes infecciosos em materiais bioldgicos, conhecer os
processos que regulam a diferenciacdo e proliferagdo celular (principalmente nas
neoplasias), entre outros (OLIVEIRA, 2005).

Estudos prévios demonstraram a alta incidéncia de mutagdes nos exons 4 a 8 do
gene p53 (Tp53), visualizadas através da andlise das seqiiéncias de nucleotideos obtidas
pela amplificacdo com oligonucleotideos especificos (SOUZA, 2006). Isto encaminha

para estudos mais avancados, buscando metodologias que sejam mais aplicadas a um
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diagnéstico precoce e confidvel da patologia. O polimorfismo do gene mutado, que
poderad ser visualizado pela técnica PCR-RFLP, serd um avango neste sentido.

Técnicas de imunoistoquimica para estudo de receptores de estrégeno,
progesterona, fator de crescimento epidérmico, oncogenes, entre outros, sdo de grande
valor para adquirir um progndstico mais preciso em neoplasia mamadria (CASSALL,
2000).

Na espécie canina, sdo necessdrios mais estudos, em nivel molecular, que
determinem métodos diagndsticos mais precoces e eficazes, que possam contribuir com
a andlise clinica dos animais doentes, € com isto aumentar as informacdes progndsticas,
tratamento e sobrevida dos pacientes.

Neste trabalho, objetivou-se avaliar mutacdes no gene Tp53 nas neoplasias de
mama em cadelas, através do polimorfismo do gene e a expressdo da proteina pS53

utilizando a técnica de imunoistoquimica.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Glandula Mamaria

As glandulas mamadrias estdo presentes, sob a forma de linhas mamarias sub-
epidermais, ja nas fases mais precoces do embrido e, em animais do sexo feminino,
crescem durante o desenvolvimento fetal, formando um sistema de ductos rodeados
pelo tecido conjuntivo e adiposo. Apds o nascimento, a massa glandular mamaéria
aumenta em decorréncia das mudancas hormonais que ocorrem durante a puberdade,
consecutivos ciclos estrais e gestacdo (ZUCCARI et al., 2001a).

As glandulas mamadrias sdo 5 pares de glandulas sudoriparas modificadas,
consideradas 6rgéos especializados da pele (CASSALI, 2003). O mesénquima dérmico,

que envolve os condutos, se diferencia em tecido conjuntivo frouxo, que circunda os
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condutos e suas ramificagdes, e em tecido conjuntivo denso, que forma os tabiques entre
os primoérdios de conduto e divide a glandula em lobos (KOLB, 1984; HENSON, 2003).

O desenvolvimento da glandula mamaria na vida pds-fetal sofre modificacdes
aparentes a partir do primeiro ciclo estral pela influéncia do estrégeno que promove o
desenvolvimento do sistema ductal e discreto aumento das células adiposas,
observando-se um aumento discreto no volume da glandula, o que acontece, sobretudo,
nas mamas abdominais caudais e inguinais. O desenvolvimento de alvéolos a partir das
extremidades terminais dos ductos requer o aumento de progesterona e prolactina na
metade da gestagdo ou pseudogestacdo, quando atingem sua maturagdo morfoldgica e
atividade funcional completa (ZUCCARI et al., 2001b; CASSALI, 2003; OLIVEIRA et
al., 2003).

As mamas apresentam dois tipos celulares em sua estrutura: as células epiteliais
luminais, que sintetizam e excretam proteinas lacteas e lipidios durante a lactagdo, e as
células epiteliais basais ou mioepiteliais, que se contraem, sob a influéncia de ocitocina,
expelindo o leite dos ductos. Ambos os tipos celulares sdo derivados de uma unica
populacdo celular ou células tronco. Além do tecido epitelial, ainda ha a presenca de
fibroblastos e células adiposas que compdem e fazem a sustentacdo do tecido mamario.
O tecido subcutineo da parede ventral do abdome contém as mamas toricicas,
abdominais e inguinais e os vasos e nervos que as suprem (HOWARD e
DELAHUNTA, 2001).

Na fémea canina, os vasos epigdstricos craniais superficiais sdo vistos
subcutaneamente, junto a papila mamdria abdominal cranial. A artéria epigdstrica
superficial caudal segue cranialmente a superficie profunda da mama inguinal e fornece
0s ramos mamarios. A artéria prossegue para suprir a mama abdominal caudal e fazer

anastomose com ramos da artéria epigéstrica superficial cranial. Os linfonodos inguinais
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superficiais ficam adjacentes aos vasos epigdstricos superficiais caudais e craniais,
drenando as mamas e a parede ventral do abdome, cranialmente até o umbigo
(HOWARD e DELAHUNTA, 2001).

A linfa das glandulas mamarias tordcicas (cranial e caudal) usualmente é drenada
para o linfonodo axilar ipsilateral e raramente para os linfonodos axilares e esternal
simultaneamente. O terceiro par de glandulas neoplasicas é drenado para linfonodos
axilares e inguinais superficiais simultaneamente, mas algumas vezes migram apenas
para os linfonodos axilares. O quarto par abdominal caudal, em geral, ¢ drenado apenas
para o linfonodo inguinal ipsilateral e raramente para os linfonodos axilares
simultaneamente. O quinto par, glandulas inguinais, também é drenado para os
linfonodos inguinais, e raramente drenam para o linfonodo popliteo ipsilateral e plexo
linfatico. Coneccdes linfaticas entre a glandula neoplasica e glandula adjacente sem
alteracdes foram demonstradas em apenas um caso (PATSIKAS et al., 2006).

A ocorréncia das neoplasias das glandulas maméarias como nddulos de formas
multiplas do mesmo ou de diferentes tipos, em uma ou mais glandulas, pode ser devida
a existéncia de conexdes linfaticas varidveis entre as glandulas adjacentes lateral, cranial
ou caudal (MORRISON, 1998).

A formacdo vascular da regido mamadria é de extrema importincia no estudo dos
tumores mamadrios, pela relacdo direta entre seus componentes e o progndstico da lesdo
(BANKS, 1992; ZUCCARI et al., 2001b). No entanto, os tumores mamarios malignos
apresentam maior vasculariza¢do em relacdo aos tumores benignos, apresentando uma
proliferagdo vascular maior em animais com média de 9 anos, em relacdo aos animais

mais jovens (CASSALLI, 2000).
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2.2 Tumores Mamarios

As neoplasias de mama dos canideos apresentam vdrias caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas e bioldgicas semelhantes as da espécie humana, e por isso
vém sendo utilizadas como modelo experimental para o conhecimento dos varios
aspectos da carcinogénese mamdaria no homem (NERUKAR et al., 1989; CASSALI,
2000; O"BRIEN, 2000), com maior vantagem quando comparado com experimentos
realizados com animais de laboratdrio, em virtude da elevada consangiiinidade e da
diferenca andtomo-patolégica com os tumores humanos (NERUKAR et al., 1989;
ZUCCARI et al., 2001b).

As neoplasias da mama canina se originam de células de revestimento epitelial,
ductal ou alveolar, de células mioepiteliais periféricas e do tecido conectivo intersticial
(CARRUIDO et al., 2003). As que se originam de células epiteliais sdo denominadas de
carcinomas e aquelas com origem no tecido conjuntivo ou muscular sdo denominadas
sarcomas (ALBERTS et al., 1997).

Estudos realizados para caracterizar os tipos e freqiiéncia dos tumores de mama
em cadelas tém demonstrado que hé alta incidéncia de tumores malignos (cerca de 50%)
e, destes, a maioria sdo de tumores mistos (36,25%), seguidos por carcinomas (25%)
(CASSALLI 2000).

As neoplasias mamdrias sdo afec¢des quase exclusivas das fémeas, acometendo
raramente os machos. Na cadela, as neoplasias de mama representam as lesdes mais
freqlientes praticamente em todas as partes do mundo (MOULTON, 1990). Uma em
cada quatro cadelas com neoplasia mamadria estd sujeita a desenvolver novos ndédulos em
outras mamas, ja que os fatores predisponentes ao cincer de mama estdo presentes

(INCA, 1998; STONE, 1998).
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O fator de risco mais freqiiente, que estd associado com o desenvolvimento dos
tumores de glandula mamadria em cadelas, ¢ a influéncia hormonal. A idade da
ovariectomia tem influéncia no desenvolvimento da neoplasia, estando aquelas cadelas
castradas mais jovens com o risco menor, visto que as cadelas submetidas a castracdo
antes do primeiro cio apresentam 0,05% de probabilidade em desenvolver neoplasias
mamadrias. Este risco aumenta para 8% nas cadelas castradas apds o primeiro cio. Outros
fatores de risco ligados ao desenvolvimento de tumores mamarios em cdes incluem
obesidade e o consumo de carne vermelha (SCHINAIDER et al.,, 1969; PEREZ
ALENZA et al., 1998).

As sucessivas divisdes celulares podem desencadear mutagdes genéticas que sao
debeladas através de artificios utilizados pelas células. O controle dessas mutagdes se da
por meio de sistemas de reparo do DNA, através de genes que se tornam ativos no
momento da falha, regulando a proliferacdo celular. Em algumas situagdes, estes genes
passam a ndo desempenhar o papel de controle do crescimento celular, ocasionando o
desenvolvimento desordenado de células cancerigenas, sobrevindo um tumor maligno
(KRAEGEL et al., 1995; VAN LEEUWEN et al., 1996; FARAH, 2000; YORIKO et
al., 2000; LERA et al., 1997).

O reconhecimento de que os canceres representam uma forma de doenga
genética, a investigacdo dos mecanismos da iniciagdo e desenvolvimento tumoral e a
utilizacdo de técnicas de biologia molecular, possibilitaram a identificacdo de
marcadores tumorais novos. Isto aumenta a capacidade de se detectar células cancerosas
em uma etapa mais precoce da doenga e conduz ao sucesso final de terapias do céncer,
muitas das quais se tornardo efetivas se instituidas na etapa correta do desenvolvimento
tumoral, como antes da formagdo de metistase (WALKER e RAPLEY, 1999;

DOBSON, 2001).
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Os principais alvos da alteragdo genética sdo os proto-oncogenes, 0S genes
supressores tumorais € os genes que controlam a morte celular programada ou apoptose
(DELFINO et al., 1997). Acredita-se que os genes reparadores do DNA também
possuam papel de destaque na carcinogénese, pois qualquer anormalidade nesses genes
predisporia a mutagcdo no genoma com subseqiiente transformagao neoplasica (LOURO,
2000; COTRAN et al., 2000).

Desta forma, a importancia do estudo do gene p53 faz alusdo a sua fung@o de
supressor de tumores, conduzindo ao diagndstico precoce e identificagdo de terapias
adequadas, favorecendo a um bom progndstico nos casos das neoplasias mamadrias.

O diagndstico da neoplasia mamadria compreende: a avaliagdo clinica, para o
entendimento do comportamento biolégico do céncer, oferecendo informagdes de
diagnéstico, progndstico e terapéutica; o estadiamento clinico, que classifica o grau de
aparente extensdo da doenca; os exames complementares, como hemograma,
bioquimica sérica, radiografia tordcica e ultra-sonografia e, por fim, a avaliacdo
citologica/histolégica da glandula mamaria acometida (NOVASAD, 2003;
CAVALCANTI e CASSALLI, 2006).

Todo aumento isolado da gldndula mamaria deve ser avaliado e considerado
como possivel presenca de neoplasia. Os casos onde houver aumento de volume
generalizado e que ndo tenham histdricos relacionados a pseudociese, lactagdo ou
mastite devem receber atencdo redobrada (ZUCCARI et al., 2001b).

A andlise histopatoldgica de um tumor € essencial para obter informacdo
consistente sobre o progndstico do cancer mamario, e deveria ser considerado como um
passo bdsico para a orientacdo terapéutica destas lesdes (SCHMITT, 2000). Com o
resultado da andlise histoldgica dos tumores obtem-se a seguinte classificagdo, segundo

Cavalcanti e Cassali (2006): 1) Tumores Benignos: adenoma, fibroadenoma, tumor
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misto benigno, papiloma ductal, tumores nao classificaveis, hiperplasia e displasias
mamadrias. 2) Tumores Malignos: carcinoma nao infiltrativo (in situ), tipos especiais de
carcinomas, sarcomas e carcinossarcomas.

As classificagdes utilizadas para o estadiamento clinico e patoldgico do cancer
sdo as: TNM clinica (TNMc) e a TNM histopatologica (TNMp) (INCA, 1998;
EISENBERG e KOIFMAN, 2000). O sistema TNM (Quadro 1) refere-se a dimensio do
tumor (T), a avaliacdo da extensdo aos linfonodos (N) e por fim a presenca ou ndo de
metéstase a distancia (M) (OWEN, 1980; INCA, 1998). Para o sistema TNMp ¢&

utilizada a classificacdo preconizada por Elston e Ellis (1991).

Quadro 1- Estadiamento clinico e patoldgico de tumores de acordo com o sistema TNM

TAMANHO DO TUMOR PRIMARIO (T) | LINFONODOS REGIONALIS (N)

TO - Tumor ndo detectavel NO - Sem evidéncia de linf. regional —
T1 - Tumor < 3cm — a: ndo fixo, b: fixo a | axilares/inguinais.
pele, fixo ao musculo N1 - Linfonodo ipsilateral envolvido -
T2 - Tumor de 3 a Scm - a: nao fixo, b: fixo a | a: ndo fixo, b: fixo
pele, fixo ao musculo N2 - linfonodos bilaterais envolvidos -

T3 - Tumor > 5cm - a: ndo fixo, b: fixo a | a: ndo fixo, b: fixo

pele, fixo ao miisculo METASTASE A DISTANCIA (M)

T4 - Tumor de qualquer tamanho (carcinoma | M() - Sem evidéncia de metistase
inflamatério) distante
M1 - Metéstase distante incluindo linf.

nao regionais

Fonte: CAVALCANTI e CASSALL 2006.
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O sistema TNM classifica as neoplasias mamadrias em 4 estdgios: Estdgio I: Tumores
pequenos e localizados; Estdgio II: Tumores maiores, embora discretos, com metéistase
regional limitada ou ausente; Estagio III: Invasdo do tumor nas estruturas adjacentes ou
metastase regional extensa; Estagio IV: Indica metéstases distantes (INCA, 1998).

O grau de malignidade € uma abordagem essencial, sendo recomendado o uso
do grau histoldgico combinado ou final de Nottingham (modificado do sistema de
graduagdo de Scarff-Bloom-Richardson), que leva em conta a formacdo tubular, o
pleomorfismo nuclear e o indice mitético (ELSTON e ELLIS, 1991; ABREU-E-LIMA,
2005).

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) tem usado estas caracteristicas para
desenvolver um sistema de representagdo clinica para as neoplasias, que permite
estabelecer um progndstico e planejar um tratamento; dar indicagdes precisas aos
técnicos em anatomia patoldgica sobre o material enviado, assim como comparar as
observacgdes vindas de diferentes fontes. A graduacdo de um céncer baseia-se no grau de
diferenciacdo das células tumorais e no nimero de mitoses presentes dentro do tumor
como caracteristicas da agressividade da neoplasia (CASSALI, 2003).

Assim como nas neoplasias mamadrias da espécie humana, o diagndstico precoce
e a rapida eleicdo terapéutica sdo necessarios para prevenir que haja metastase local ou a
distancia em cadelas. As opcdes de tratamento dependem do estidgio do tumor e podem
incluir cirurgia, terapia por radiacdo, quimioterapia ou a combina¢do de um ou mais
tratamentos. Com as melhorias nos exames clinicos e complementares refletindo no
diagnéstico precoce e o maior conhecimento de terapias agressivas, tem se obtido cada
vez mais sucesso no tratamento dos tumores mamarios (NOVOSAD, 2003).

A remocgao cirurgica é a op¢do de tratamento largamente indicada para tumores

da glandula mamadria. Os procedimentos cirtirgicos variam desde a excisdo local até a
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excisdo radical de toda a cadeia afetada. Um estudo amplo comparando mastectomia
simples com radical tem mostrado que ndo hé diferenca para a ocorréncia de recidivas
ou o tempo de sobrevivéncia, uma vez que seja removido todo tecido afetado com
margens cirurgicas livres de neoplasia (MACEWAN et al., 1985).

O beneficio da quimioterapia no tratamento dos tumores da glandula mamaria
em cadelas e gatas ndo estd bem documentado. O uso da doxirrubicina em pacientes
humanos com resposta negativa ao tratamento hormonal e que apresentam sintomas
avancados da doenca, tais como invasdo linfitica ou vascular e metdstase em
linfonodos, apresentou resultados favordveis. Esta droga tem sido empregada em
modelos in vitro e tem-se mostrado eficaz contra células de linhagem tumoral de
glandula mamédria canina (SARTIN et al., 1993).

Por outro lado, o emprego da radioterapia ndao tem apresentado aplicabilidade
satisfatoria. Sabe-se, no entanto, que em humanos a terapia por radia¢do é usada para
ajudar no controle local da afec¢@o, nos casos onde ndo houve completa remogdo do
tumor, em que a remog¢do ndo € possivel ou nos carcinomas mamarios inflamatdrios
(NOVOSAD, 2003).

O uso de anti-estrogenos, como o Tamoxifeno, tem sido documentado em um
pequeno ndmero de casos clinicos, com alguns resultados conflitantes. O uso do
Tamoxifen em doses que variaram de 2,5 a 10mg (via oral, duas vezes por dia) deu
resposta positiva em 5 de 7 cides, contudo, em outro estudo com tratamento em dose
similar, nenhuma resposta foi notada (MORRIS et al., 1993).

Virios fatores que afetam o progndstico tém sido descritos para tumores de
glandula mamadria em cadelas, dentre eles o tamanho do tumor, envolvimento do
linfonodo, grau histolégico e a presenca de receptores de estrégeno e progesterona, que

mostram ser os mais significativos, dentre outros (KURZMAN e GILBERTSON,
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1986). Conforme a Unido Internacional contra o Cancer (INCA, 1998) a taxa de
sobrevida de mulheres acometidas é maior nos casos em que a doenca encontra-se
localizada, quando comparada aqueles em que a doenca se estendeu além do 6rgédo de
origem.

Queiroga e Lopes (2002) relataram que grandes massas tumorais determinam
menor tempo de vida global dos animais. Esses resultados foram similares aos descritos
por Fossum (1997) que afirmou que cadelas com tumor maior ou igual a 3cm (T, e T3)
tém um progndstico pior quando comparada s aquelas com tumores menores que 3cm

(T), chegando a 80% de recorréncia em 2 anos apds a extirpacio cirdrgica.

2.3 Gene p53 (Tp53)

Atualmente, na espécie humana e em animais domésticos, principalmente nos
caninos, tem-se estudado o gene p53 (Tp53), considerado como o gene guardido do
ciclo celular (VAN LEEUWEN et al. 1996; SETOGUCHI et al., 2001). Localizado no
braco curto do cromossomo 17, é um gene supressor de tumor, devido a sua funcdo
reguladora da proliferagéo celular. Presente nas células normais na forma “wild” ou ndo
mutante, tem func¢do de bloquear a divisdo celular, através de uma proteina por ele
produzida, atuando como mediador da apoptose, quando da ocorréncia de alteragdes no
genoma (KRAEGEL, et al. 1995; SETOGUCHI et al., 2001).

Nas pesquisas com cénceres na espécie humana, observou-se que mutag¢des do
Tp53 estdo presentes em mais formas diferentes de cancer que qualquer outra alteracio
genética, aproximadamente 50% de todos os canceres (YORIKO et al., 2000;
KREUZER e MASSEY, 2002).

A maioria das mutagdes no Tp53 tem sido detectada nos exons 5-8, fazendo com

que as pesquisas enfoquem os experimentos nestas regides (VAN LEEUWEN et al.,
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1996; MAYR et al., 2000). Estudos prévios demonstraram a alta incidéncia de mutacdes
nos exons 4 a 8 do Tp53, visualizadas através da andlise das seqiiéncias de nucleotideos
obtidas pela amplificacdo com oligonucleotideos especificos (SOUZA, 2006).

Mayr et al. (2000) investigaram a regido do ex6n 1 do Tp53 em diferentes
espécies, dentre eles caninos, felinos, eqiiinos e bovinos, que demonstraram alta
similaridade em comparacdo com a seqiiéncia do DNA de humanos e roedores. Porém,
nenhum dos tumores analisados demonstrou mutacdo nesta regido nas espécies
investigadas.

Um grande aumento da quantidade da proteina p53 foi observado em muitas
células transformadas ou em linhagens derivadas de tumores. As mutacdes em TpS53
acumulam-se em muitos tipos de cinceres, provavelmente porque a perda da atividade
de p53 confere uma vantagem multiplicativa as células (MUTO et al., 2000; LEWIN,
2001). A diversidade dos cinceres sugere que a p53 ndo estd envolvida em um evento
tecido-especifico, mas sim em algum controle geral e bastante comum da proliferacdo
celular; e a perda deste controle pode ser um evento secunddrio que ocorre para
contribuir com a multiplicag@o celular em muitos tumores. As células com p53 mutante
também possuem uma maior propensdo a amplificar DNA, o que provavelmente reflete
a funcdo da p53 na instabilidade caracteristica do genoma que é encontrada em células
cancerosas (LEWIN, 2001).

A proteina p53 também tem sido estudada por técnicas imunoistoquimicas em
diferentes tipos de tumores.

A relacdo entre o grau de malignidade histolégica e a marcacdo da proteina p53
foi avaliada em 40 amostras de carcinoma de células escamosas orais e foi observado,
na avaliacdo imunoistoquimica, que a marcacdo da p53 apareceu em 62,5% dos

carcinomas estudados. A positividade do padréo de pS3 mostrou, ainda, uma correlacéo
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do grau de malignidade histoldgica com o grau de queratinizag@o, polimorfismo nuclear
e numero de mitoses, sendo encontrada apenas em células epiteliais. Em geral, nos
carcinomas bem diferenciados com formagdo de pérolas de queratina, p53 foi
encontrada apenas nas células periféricas de massas neopldsica. Porém, o mesmo padrdo
de marcacio foi constantemente observado nos casos pouco diferenciados (ARAUJO et
al., 1997).

Schafer et al. (1998) realizaram a avaliagdo da imunoistoquimica de tumores
mamadrios em cadelas Beagle e revelaram ndo haver diferenca na marcacio de plSSerbB'2
ou p53, sendo que expressdo nuclear de pS3 ocorreu apenas em carcinomas sélidos.

Cianga et al. (2005) buscaram identificar a expressdo da proteina bcl-2 em 55
carcinomas primdrios de mama e em 30 metastases de linfonodo axilar correspondentes,
usando como fatores progndsticos: receptores de estrégeno (ER) e progesterona (PR) e a
proteina p53. Foi demonstrada a correlacdo (p < 0.05) entre bcl-2 e a expressdo de
receptores hormonais em tumores, mas ndo em metéstase axilar (p < 0.1). Houve uma
correlacdo inversa (p<0.02) entre bcl-2 e p53 em tumores primdrios, mas uma
correlacdo direta em metdstases axilares. O fenotipo bel-2 / p53, associado com epitélio
de mama normal, esteve presente em 79,17% dos tumores primdrios, mas apenas em
15,38% dos linfonodos axilares com metastase. Um grande nimero de linfonodos com
metastase expressou a bcl-2 e p53 de forma mais expressiva comparada com tumores
primérios (58,82% e 48,39% respectivamente); isto mostra que mudangas na expressao
de bcl-2, p53, ER e PR podem refletir a uma agressividade celular aumentada e um
comportamento invasivo e, por conseguinte, maior potencial para metéstase.

Um estudo foi realizado em mulheres e cadelas com tumores de glandula
mamadria objetivando avaliar, através da imunoistoquimica, a expressao da proliferacdo

nuclear com antigenos PCNA, Bcl-2, p53, citoqueratina e ER em tumores primarios e
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nos tecidos adjacentes. Tanto em mulheres quanto em cadelas, foi observada maior
expressdao de PCNA, Bcl-2, p53 e ER do que de citoqueratina, demonstrando a
similaridade no comportamento destes marcadores, e validando o uso de cadelas como
modelo para compreensdo do mecanismo molecular da carcinogenese mamaria humana
(KUMARAGURUPARAN et al., 2006).

Likaki-Karatza et al. (2006) correlacionaram as imagens de mamografia de
mulheres com os achados da imunoistoquimica, usando anticorpos para receptores de
estrogeno (ER), receptores de progesterona (PR), HER-2/neu, p53 e catepsina D.
Observaram, no carcinoma de alto grau, assimetria na densidade da mama com pobre
definicdo das margens e sem microcalcificacdes, sendo estes os achados mais
encontrados na mamografia (aproximadamente em 82% dos casos). Foi encontrada
marcagdo imunoistoquimica positiva para os anticorpos HER-2 e p53 em 68,7% e
48,2% respectivamente, havendo correlacio com os achados da mamografia em
carcinomas mamarios de alto grau.

Balogh et al. (2006) analisaram as alteracdes genéticas na expressdo ontogé€nica
de p53 em 55 pacientes com cancer de mama em diferentes estigios e 8 mulheres
normais. O exame soroldgico para o anticorpo de p53 normal e mutada s6 resultou
positivo nas mulheres com carcinoma mamario (16,30% normal e 52,72% mutada),
tendo sido negativo em mulheres normais ou com doencas benignas. A avaliacdo
imunoistoquimica de p53 foi positiva em 52,73% no carcinoma mamadrio ¢ 0% na
doenca benigna da mama, mostrando haver boa correlacdo entre a proteina p53 mutada,
detectada no soro e marcada pela imunoistoquimica.

Com o objetivo de determinar a mutacdo de p53, foi induzido quimicamente, em
ratos albinos, papiloma de pele e adenoma tubular mamario. Através da

imunoistoquimica, todos os papilomas mostraram fraca reatividade para
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imunomarcagdo de p53, enquanto que o adenoma tubular ndo apresentou reatividade.
Os estudos concluiram que p53 pode ser um marcador para lesdes pré-malignas e ajuda

na selecdo de pacientes constantemente monitorados (BUKHARI et al., 2006).
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EXPRESSAO IMUNOISTOQUIMICA DA PROTEINA p53 EM NEOPLASIAS
PRIMARIAS E METASTATICA DA GLANDULA MAMARIA DA CADELA

RESUMO

O objetivo no presente trabalho foi verificar a expressdo imunoistoquimica da proteina
pS53 na glandula mamaria normal, neoplasica e nos linfonodos inguinal ipsilateral com
ou sem metdstase, oriundos da espécie canina. Dezenove mamas normais, provenientes
do Centro de Vigilancia Ambiental (CVA) - Recife, serviram como grupo controle
(Grupo-1). Vinte e nove amostras de mamas com diagnodstico clinico de tumor (Grupo-
2), 29 mamas contra laterais (Grupo-3) e 29 linfonodos (Grupo-4) foram coletados no
Hospital Veterindrio da UFRPE. O material foi fixado em formol, emblocado em
parafina, cortado em Sum e corado em HE, para identificacdo ou classificacdo
histopatoldgica. Para a realizacdo da técnica de imunoistoquimica foi utilizado o método
da estreptavidina-biotina peroxidase, otimizado com o sistema de amplificacdo LSAB-
DAKO, e revelado pelo DAB. A expressdo imunoistoquimica da proteina p53 foi
avaliada quanto a localizagdo no compartimento celular e intensidade da marcagéo.
Todos os espécimes do Grupo 1 apresentaram padrio de normalidade do tecido
mamario. A avaliagdo microscépica do Grupo 2 revelou: 19 tumores malignos, quatro
tumores benignos, dois processos inflamatdrios, duas glandulas mamadrias sem
alteracdo, uma hiperplasia glandular e um néo diagnosticado por material insuficiente.
No Grupo 3, foram observadas 26 mamas contra laterais sem alteracdo, duas com
presenca de metastase e uma com material insuficiente para diagnéstico. Enquanto que,
no Grupo 4 foram verificados: seis linfonodos sem alteracdo, nove com presenga de
metastase e 13 com material insuficiente. N&o foi observada expressdo para a proteina
estudada nos espécimes pertencentes ao Grupo 1. No Grupo 2, ocorreu marcacio
positiva em células tanto de tumores benignos (n=3 - 13,6%), como de malignos (n=19
— 86,4%), tal marcacao foi localizada no nicleo e no citoplasma, ora isoladamente ora
associados. No Grupo 3, a marcagd@o ocorreu nos casos de presenca de metastase (n=2 —
7,1%) e em mamas consideradas normais (n=4 - 14,3%). No grupo 4, todos os
linfonodos com metéstase exibiram marca¢do, bem como um caso considerado sem
altera¢des morfoldgicas do tecido linfonodal. Ndo houve diferencas estatisticas entre a
intensidade da marcacdo e do niimero de células marcadas com o grau de malignidade.
Estes achados permitem concluir que a imunoexpressdo ndao tem correlagio com o
subtipo histolégico nem com o grau de malignidade, mas sim com o processo de
metastase dos tumores mamarios em cadelas, sugerindo a utilizagdo destes parametros
para nortear o comportamento destes tumores, associados a diferente marcadores
prognosticos.

Palavras chave: Tumores mamarios caninos, proteina p53, metastase, linfonodos.
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Immunohistochemical expression of p53 protein in healthy, tumoral and metastic
mammary glandular tissue

ABSTRACT: The objective of the present experiment was to study the p53 expression
associating it with the morphologic aspect and histological degree in 29 tumors of
mammary gland, contralateral gland and ipsilateral inguinal lymph nodes of canine
females. The 19 healthy glands were used as a control group (Group 1). The samples of
29 mammary glands diagnosed with clinic tumor (Group 2), the 29 contralateral
mammary glands (Group 3) and the 29 lymph nodes (Group 4) were collected in the
routine of the Veterinary Hospital (UFRPE). All the samples were fixed in formol,
embedded with paraffin, cut in Sum and stained in HE. The types of histological
tumors, as well as its grading was identified. For the achievement of the
immunohistochemical technique, was employed the estreptavidin-biotin peroxidase
method using LSAB-DAKO and diaminobenzidine (DAB). The immunohistochemical
expression of p53 was evaluated by the location and intensity of the staining
demarcation. The morphologic evaluation of group 2 revealed 19 cases of malign
tumors, 4 of benign tumors, 2 inflammatory process, 2 healthy mammary gland, 1
glandular hyperplasia e 1 insufficient material. In the Group 3, were observed 26
contralateral mammas without alteration, 2 with metastasis and 1 insufficient material.
In the Group 4 were verified 6 lymph nodes without alteration, 9 with metastasis and 14
insufficient materials. Was not observed p53 expression in the samples of Group 1. In
the Group 2, were positive demarcations in maligns (19) and benigns (3) tumors, that
was localized in the nucleus and cytoplasm, alone or associated. In the Group 3 the
demarcation was in the metastasis (2) and in normal mammary tissue (5). In the group 4
the metastic lymph nodes showed staining of moderate to strong intensity. These
findings allow to conclude that the immunoexpression hasn’t correlation with the
histological subtype and maligness grade but may be related to the process of metastasis
of the mammary tumors in female dogs. According to the displayed we suggest the
application of these parameters to detect these tumors behavior, associated to other
prognosis markers in humans.

Key words: Mammary glands, cancer, p53 expression, metastasis, lymph nodes.

INTRODUCAO

Em Medicina Veterindria, verifica-se um esfor¢co crescente na tentativa de
acrescentar aos fatores progndsticos classicos, como: tamanho do tumor, presenga de
ulceracdo cutinea, e invasdo ganglionar linfatica, novos parametros que auxiliem a
decisdo clinica, a semelhanca do que ocorre em Medicina Humana (QUEIROGA e
LOPES, 2002). Segundo Cassali (2003) os critérios de graduacdo dos tumores
mamadrios sdo pouco utilizados em Medicina Veterindria, no entanto, resultados

similares quanto ao comportamento biolégico foram encontrados em experimentos com
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cadelas apds utilizar os mesmos critérios para os tumores em mulheres (LAGADIC et.
al., 1990).

A freqii€ncia de tumores mamadrios benignos e malignos em cdes varia
consideravelmente devido a existéncia de diferentes métodos de classificacio dos
tumores e auséncia de critérios uniformes para diferenciar os tipos tumorais. Tumores
classificados histologicamente como benignos podem eventualmente dar origem a
metastases (CASSALI, 2003). Karayannopoulou et al. (2005) apds usar o método de
graduacdo proposto por Elston e Ellis, em 1991, verificaram a seguinte freqii€éncia para
os carcinomas mamadrios em cadelas: 31,8% (grau 1), 32,9% (grau II) e 35,3% (grau I1I);
e observou que ndo houve relacéo entre o grau histolégico e o tamanho do tumor, idade
da cadela durante a mastectomia e metastase de linfonodo.

Quando se trata de satide, em especial de cancerologia, a brevidade diagndstica é
imprescindivel e € oportuno ir além do diagnéstico clinico e histolégico rotineiros,
buscando informacdes sobre todos os aspectos envolvidos através de técnicas e/ou
exames mais especificos. O uso da técnica imunoistoquimica em Patologia Veterinaria
tem sido limitado devido a falta de anticorpos para os tecidos animais, no entanto
podem ser utilizados os anticorpos que apresentam reatividade cruzada entre antigenos
humanos e animais (RUIZ et al., 2005), e juntamente com outros exames (citologia e
histologia) contribuem para o diagndstico definitivo e preciso desses tumores
(CASSALI et al., 2002). Anédlises imunoistoquimicas para descoberta de receptores de
estrégeno, progesterona, fator de crescimento epidermal, oncogenes, supressores de
tumor como o gene p53 (TpS53) entre outros, sdo de grande valor para predizer um

progndstico mais preciso em neoplasia mamaria (CASSALI, 2000).
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Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a expressdao da p53 através
da técnica de imunoistoquimica em neoplasias benignas e malignas primdrias de mamas

e metastdticas em linfonodos de cadelas, segundo o estudo histopatolégico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 48 cadelas de varias racas, com idade entre 4 e 13 anos e peso
variando de 1,8Kg a 15Kg, das quais foram coletados: glandulas mamadrias sem
alteracdes morfoldgica, glandulas neopldsicas, glandulas contra laterais a tumoracdo,
assim como linfonodo inguinal ipsilateral ao tumor, todos através do diagndstico
clinico.

Para o grupo 1 (controle) foram utilizadas 19 cadelas sem presenca de tumor,
submetidas a eutandsia no Centro de Vigilancia Ambiental (CVA) — Recife, das quais
foram retiradas amostras de tecido mamdrio normal. Os 29 animais restantes foram
provenientes da rotina da Clinica Cirurgica do Hospital Veterindrio da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), dos quais foram retiradas as amostras
referentes aos tecidos glandulares tumorais (grupo 2), as glandulas contra laterais (grupo
3 ) e os linfonodos inguinais ipsilaterais (grupo 4). A coleta da amostra deu-se no
periodo entre os meses de marco a agosto de 2006. Este trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal da UFRPE, sob o protocolo de n°:
06513/2006 (Anexo 1).

Os animais foram identificados em fichas individuais (Anexo 2), onde
constavam informagdes do paciente, estdgio reprodutivo, alimentacdo e uso de
contraceptivo. Na avaliacdo clinica, cada animal foi examinado quanto ao aspecto e

localizacdo do tumor, tamanho, tempo de evolugcdo e exames complementares. Nos
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casos onde foram visualizados varios nédulos tumorais, optou-se pelo tumor de maior
diametro.

Para o estadiamento clinico e histopatolégico do tumor de mama foram
utilizadas as classificacdes TNM clinica (TNMc) (EISENBERG e KOIFMAN, 2000) e
a TNM histopatolégica (TNMp) (ELSTON e ELLIS, 1991). Os casos foram
classificados em estagios que variam de I a III, em ordem crescente conforme o grau de
malignidade (INCA, 1998).

Para a cirurgia, os animais foram submetidos a pré-anestesia com sulfato de
atropina (0,044 mg/ Kg) e acepromazina (0,2 mg/Kg), indu¢do com thiopental sédico
2,5% (12,5 mg/kg) e manutengdo anestésica com halotano vaporizado em oxigénio. Os
fragmentos das mamas coletados foram fixados em solu¢do de formalina neutra e
tamponada a 10%, incluidos em parafina e cortados em micrétomo a Spm. As laminas
foram coradas pelo método da Hematoxilina e Eosina (HE) (PROPHET et al., 1992).

A andlise histopatoldgica foi realizada por trés patologistas (2 veterindrios e 1
humano), sem conhecimento prévio, que identificaram os tumores com base nas
caracteristicas celulares, utilizando a classificagdo histolégica preconizada pela
Organiza¢do Mundial de Saide (OWEN, 1980).

No grupo 1 foi apenas avaliada a integridade e normalidade do tecido mamario.

Ap6s a identificagdo da natureza do tumor (benigno ou maligno) e das variantes
histolégicas encontradas nos casos do grupo 2, os tumores malignos foram classificados
de acordo com o grau de malignidade, tendo sido atribuido a cada espécime desse
grupo (2) os escores de 1 a 3 para cada um dos parametros avaliados (formagao tubular,
pleomorfismo nuclear e indice mitdtico). Os escores de cada parametro foram somados

e o grau histologico de malignidade foi expresso como: baixo grau ou I (3 a 5 pontos),
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grau intermedidrio ou II (6 a 7 pontos), e alto grau ou III (8 a 9 pontos) (ABREU-E-
LIMA et al., 2005).

Os espécimes dos grupos 3 e 4 foram avaliados quanto a presenga ou ndo de
metastase.

Para a realizacdo da técnica imunoistoquimica (IHQ), foram obtidos cortes de
3um, que foram estendidos sobre ldminas de vidro previamente preparadas com
organosilano (3-aminopropyltriethosxy-silano, Sigma Chemical CO, USA). Foi
utilizado o método da estreptavidina-biotina peroxidase, otimizado com o sistema de
amplifacacio LSAB (Labeled StresAvidin Biotin for mouse primary antibodies
/DAKO). Inicialmente, os cortes foram desparafinados e reidratados; posteriormente, o
pigmento formdlico foi retirado em solugdo de hidréxido de amonio a 10%, em etanol a
95%. As seccdes teciduais foram submetidas ao tratamento para recuperagdo antigénica
(citrato/pH 6.0/steamer/30’). Na seqiiéncia, procedeu-se ao bloqueio da peroxidase
enddgena. Foi utilizado como anticorpo primério o anticorpo anti-p53 (clone 1A4/1:50/
60’/DAKO — KUMARAGURUPARAN et al, 2006). O anticorpo secundirio,
biotinizado polivalente anti-cabra/coelho/camundongo, foi incubado a temperatura
ambiente por 30’. A incubacdo do complexo streptoavidina-biotina-peroxidase ocorreu
durante 30’ também na temperatura ambiente. A reagdo foi revelada pela utilizacdo do
cromdgeno diaminobenzidina (diaminobenzidina, Sigma Chemical CO, USA), e em
seguida contra-corados com Hematoxilina de Mayer.

O controle negativo da reacdo supracitada foi realizado através da incubagdo, de
1 espécime de cada grupo do estudo, com imunoglobulina especificada pelo fabricante
em substituicdo ao anticorpo primario. O controle positivo foi feito através da incubagdo
de 1 espécime de carcinoma epiderméide de boca, tecido reconhecidamente positivo

para o anticorpo primadrio utilizado.
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A leitura da lamina foi realizada a microscopia de luz; foram estabelecidos os
padrdes de marcagdo para o antigeno pesquisado, indice de marcacdo e intensidade, que
variou entre fraca (+), moderada (++) e intensa (+++), bem como sua localizacdo
especifica (nuclear, citoplasmdtica ou nuclear/citoplasmatica). Posteriormente, as
laminas foram reavaliadas em um aumento de 40x e cada amostra contada por 3 vezes
em campo aleatorio. Os achados foram anotados individualmente e foi realizada a
média dos valores encontrados por grupo.

Na anélise estatistica dos dados, foi empregado o teste de Kruskal-Wallis para
testar a hip6tese de homogeneidade das distribuicdes da contagem das células marcadas,
segundo o grau de malignidade. O teste exato de Fisher foi utilizado para testar a
hipdtese de ndo—associagdo entre o grau de malignidade e a intensidade da marcacao.

Em todos os testes foi adotado o nivel de significancia de p <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise Histologica

Grupo 1 - Os 19 casos exibiram aspecto de normalidade do tecido glandular
compativel com a idade adulta dos caninos. Foi observado arranjo lobular dos 4cinos,

bem como arborifica¢do ductal.

Grupo 2 - Dos 29 casos referentes a este grupo, 19 (65,52%) foram
classificados como malignos. As variantes histoldgicas com os referidos graus de
malignidade estdo demonstradas na Tabela 1. Os tumores benignos representaram
13,79% (4 casos: 2 tumor misto, 1 papiloma, 1 adenoma). Dois (6,9%) casos foram

diagnosticados como mastite, 1 (3,45%) como hiperplasia glandular, 2 (6,9%)
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espécimes sem alteragdo morfoldgicas, e 1 amostra (3,45%) foi perdida durante o

processamento.

Tabela 1 — Classificacdo, nimero (N) e freqiiéncia (%) em relagdo ao nimero total de
amostras das variantes histoldgicas dos tumores de mama malignos em

cadelas e o grau de malignidade

Variante histologica

MALIGNOS

N % Grau de malignidade

Carcinoma sélido (Figura 1A) 4 13,79 I
Carcinoma in situ (Figura 1B ) 4 13,79 1
Carcinoma tubular (Figura 1C) 4 13,79 2/11T; 2/10
Carcinoma papilifero (Figura 1D) 2 6,90 II
Carcinoma sem outras especificacdes 1 3,45 I
Carcinoma em tumor misto (Figura 1E) 1 3,45 1I
Carcinosarcoma (Figura 1F) 1 3,45 111
Tumor misto maligno 1 3,45 111
Fibrosarcoma 1 3,45 -
Total 19 65,52 -

Grupo 3 - No exame histopatolégico dos 29 espécimes de mamas contra

laterais, 26 (89,65%) ndo exibiram altera¢des do padrio arquitetural do tecido glandular

mamadrio, em duas (6,90%) amostras foi observada metdstase caracterizada pela

presencga de células neopldsicas caracterizando o carcinoma (Figura 2A). Um caso ndo

pode ser avaliado, pois o material foi insuficiente para diagndstico ou se perdeu durante

O processamento.

Diante destes resultados, a evidéncia de tumores nas mamas contra laterais € um

fator determinante para a retirada das mamas adjacentes, bem como para a amplia¢do

das margens cirdrgicas do tumor primédrio (MACEWAN et al., 1985).

Hellmén (2005) afirma que cerca de 50% dos tumores de mama em cadelas sdo

considerados malignos, diminuindo a qualidade e tempo de vida. Neste trabalho
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também foi observada maior freqiiéncia para as variantes histolégicas malignas
(65,52%). Entretanto, pode-se sugerir que os casos onde ndo foram diagnosticadas

alteracdes celulares indicativas de processo neopldsico se devam a falhas na etapa de

coleta das amostras dos tumores.

Figura 1 - Variantes histolégicas dos tumores de mama malignos em cadelas — A -
Carcinoma soélido (HE, 100X); B — Carcinoma in situ (HE, 200X); C -
Carcinoma tubular (HE, 200X); D — Carcinoma papilifero (HE, 100X); E —
carcinoma em tumor misto (HE, 100X); F — Carcinosarcoma (HE, 100X).
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Grupo 4 — Nove linfonodos apresentaram metéstase. Tais células exibiam
morfologia epitelial, sugerindo metdstase carcinomatosa (Figura 2B). Das vinte
amostras restantes, 7 ndo apresentaram alteracdes e 13 ndo apresentaram tecido

suficiente para o diagndstico.

Figura 2 —Metastases loco regionais referentes aos tecidos mamdrios contra lateral e
linfinodal de cadelas com tumor de mama - A — Carcinoma em tecido
glandular mamario contra lateral (HE, 100X); B —Metastase em linfonodo
inguinal (HE, 40X)

As glandulas mamarias tordcicas (cranial e caudal) usualmente drenam para o
linfonodo axilar ipsilateral e raramente para os linfonodos axilares e esternal
simultaneamente (PATSIKAS et al., 2006). Como foi coletado apenas o linfonodo
inguinal ipsilateral, alguns dos 7 animais da amostra podem representar falsos
negativos. Acredita-se que, durante a avaliacdo clinica de tumores localizados nos
primeiros pares das glandulas mamdrias, ¢ de extrema importdncia a avaliacdo e
possivel retirada do linfonodo axilar. Nos casos de auséncia de alteracdo volumétrica
clinica, sugere-se um exame complementar para exclusdo de possiveis metastases
ocultas nestes tecidos, tais como ultra-sonografia acompanhado de exame citolégico

conforme sugerido por Cavalcanti e Cassali (2006). A presenca de metdstases nos

linfonodos inguinais determina sua retirada, para proporcionar uma melhor qualidade de
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vida e maior tempo de sobrevivéncia ao animal, diminuindo o risco de metdstase a
distancia, tais como as metastases pulmonares.

Das cadelas com diagnéstico histopatoldgico de carcinoma, duas apresentaram
estadio II (Anexo 3) segundo os critérios TNMc, pois em decorréncia dos tumores estes
foram classificados como: ToNoMg e TN, Mo. Fossum (1997) afirmou que cadelas
com tumor maior ou igual a 3cm (T, e T;) tém um prognédstico pior quando comparadas
aquelas com tumores menores que 3cm (T;), chegando a 80% de recorréncia em 2 anos
ap6s o tratamento cirirgico. No caso dessas cadelas com didmetros tumorais
classificados como T,, o tumor ja estava visivel clinicamente, sendo que em uma delas
o linfonodo inguinal ja apresentava aumento de volume sugestivo de metéstase,
ressaltando a necessidade de alertar os proprietdrios para procurar o diagndstico o mais
precocemente possivel, conforme relatado por Zuccari et al. (2001).

As afirmagdes de Zuccari et al. (2001) podem ser refor¢adas pela avaliagdo de
outro animal classificado como T,N;,M, neste caso o estidio tem de ser III, pois,
independente do tamanho tumoral, o0 comprometimento do linfonodo é caracteristico de
lesdo neoplasica maligna. Estes achados demonstram que cadelas com tumores de
tamanho de aproximadamente 3cm, podem ser considerados ainda pequenos e ndo
predizem a sua condicdo de benignidade. Resultados semelhantes foram descritos por
outros autores (CASALLI, 2000; QUEIROGA e LOPES, 2002; HELLMEN, 2005).

A interacdo entre o clinico e o patologista € de suma importancia para elucidar
diagnéstico, progndstico e tratamento especifico, assim como o estadiamento clinico é
uma ferramenta elementar para uniformizar os dados aparentes do tumor e condi¢io
clinica do paciente. Entretanto, o aspecto clinico de um tumor mamadrio é extremamente
diverso, ndo podendo assim ser considerado como unica ferramenta para a elaboracéo

de um prognéstico. A retirada de toda a cadeia mamadria € uma condi¢do extrema, mas
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estd ligada a avaliacdo TNM, e, em segunda escala, aos exames complementares, sendo
necessaria mais de uma amostra do tecido tumoral, para evitar perda ou amostra tecidual

inadequada.

Avaliacao imunoistoquimica

Grupo 1 — Nao observamos marcagio positiva para a proteina estudada em

nenhum espécime deste grupo.

A auséncia de marcacio nas 19 amostras do grupo controle mostra que onde ha
proteina p53 ndo mutante, a marcagdo imunoistoquimica nao é expressa, refletindo a

atividade do TP53 nas suas condi¢des de normalidade.

Grupo 2 — Foi observada marcagdo positiva em células, tanto de tumores
malignos (19) (Figura 3A), como de benignos (3) (Figura 3B). Tal marcacdo foi
localizada no ntcleo e no citoplasma, ora isoladamente ora associados. A intensidade de
marcacao variou de leve a moderada, independente da natureza dos tumores, bem como

das variantes histolégicas. A tabela 2 demonstra a marcagdo para a proteina p53 de

acordo com a localiza¢do da marcac@o, bem como sua intensidade.

Figura 3 - Imunomarcacido positiva para proteina p53 em neoplasia mamadria de
cadelas— A — Em células neopldsicas de tumor mamario maligno (IHQ, p53,
200X); B - Em células neoplasicas de tumor mamério benigno (IHQ, p53,
200X).
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Tabela 2 — Expressdo imunoistoquimica da proteina p53 por variante histologica das
amostras de tumores da glandula mamaria de cadelas (Grupo 2)

Caso Subtipo histolégico MN MC MNC TCM Intensidade
1 carcinoma 2 3 - 5 +
2 carcinoma in situ - - 5 5 ++
3 carcinoma in situ 2 5 - 7 ++
4 carcinoma in situ 6 2 - 8 ++
5 carcinoma in situ 2 4 - 6 ++
6 carcinoma papilar 10 - - 10 +
7 carcinoma papilar - - 6 6 ++
8 carcinoma sélido 3 - - 3 +
9 carcinoma sélido 3 - - 3 ++
10 carcinoma sélido 1 4 - 5 +
11 carcinoma sélido 2 2 - 4 ++
12 carcinoma tubular - 2 - 2 +
13 carcinoma tubular 5 1 - 6 ++
14 carcinoma tubular 5 4 - 9 +
15 carcinoma tubular 3 - - 3 +
16 carcinoma tumor misto 5 4 - 9 ++
17 carcinosarcoma 2 - - 2 ++
18 fibrosarcoma - - 6 6 ++
19 tumor misto maligno 8 5 - 13 ++

20 papiloma - 2 - 2 +
21 adenoma 1 5 2 8 +
22 tumor misto benigno 3 5 - 8 ++
23 tumor misto benigno - - - - -
24 hiperplasia 11 7 - 18 ++
25 mastite 1 4 - 5 ++
26 mastite 4 - 11 ++
27 Mama sadia - - - - -
28 Mama sadia - - - - -
29 Sem tecido mamario - - - - -

TCM-= total de célula marcada; MN= marcag¢do nuclear; MC= Marcagao citoplasmatica; MNC= marcagao
citoplasmatica e nuclear, + marcagéo leve, ++ marcacdo moderada, +++ marcacéo intensa, - auséncia de
marcagao.

Os resultados deste trabalho revelaram expressdo para pS3 independente do
cardter benigno ou maligno dos tumores, com varia¢do da intensidade da marcacio,
independente de seus subtipos histologicos. Segundo Bukhari et al. (2006) tumores
mamadrios benignos de ratos albinos também apresentaram expressdo para esta proteina.
Estes autores afirmam que a expressdo de p53 em lesdes de cardter benigno reflete uma

condicdo pré-maligna, sendo necessdrio um melhor monitoramento clinico destes
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animais, pois o risco de desenvolver um tumor maligno é maior do que nos animais
onde nio se verifica tal expressao.

A Tabela 3 mostra a classificacdo dos tumores segundo o grau de malignidade e
intensidade. Além dos 18 tumores malignos, também se observou alteracdes
caracteristicas de malignidade (Grau I) em 2 tumores benignos (tumor misto benigno).
O resultado do teste exato de Fisher indica que o grau de malignidade e intensidade ndo

apresentaram uma associagao estatisticamente significativa (p = 0,079).

Tabela 3 - Associacao entre grau de malignidade e intensidade da imunoexpresséo de
pS3 em tumores mamdrios de cadelas

Intensidade
Malignidade “+” “+47 Total
Gl 2 (28,6%) 5 (71,4%) 7 (100,0%)
Gl 7 (63,6%) 4 (36,4%) 11 (100,0%)
Gl 0(=) 4 (100,0%) 4 (100,0%)
Total 9 (40,9%) 13 (59,1%) 22 (100,0%)

Souza et al. (2005) ndo observaram diferencas estatisticamente significativas na
marcagdo imunoistoquimica de p53 em relacdo aos diferentes subtipos histolégicos das
lesdes malignas. Schafer et al. (1998) revelaram nao haver diferenga na marcagdo de
p53, sendo que a expressdo nuclear desta proteina ocorreu apenas em carcinomas
solidos. Todos os casos (4) de carcinoma sélido revelaram marcacdo nuclear, entretanto
dois casos revelaram marcacdo citoplasmadtica, e um dos casos com o nimero de células
marcadas maior no citoplasma que no nudcleo. Para Lilling et al. (2002) a expressdo
citoplasmatica da proteina p53 revela o seqiiestro da p53 ndo mutante neste
compartimento celular com conseqiiéncias fisiologicas relacionadas ao processo
neopldsico independente do estrégeno e a resisténcia ao tratamento com tamoxifeno em
linhagens celulares de cancer de mama.

Behrens et al. (2001) também verificaram marcac@o no citoplasma de tumores

mamdrios; 0s tumores benignos revelaram marcagcdo, predominantemente,
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citoplasmadtica, assim como os casos de carcinoma ductal (tubular), lobular e in situ.
Concluiram que esse tipo de expressio da proteina p53 pode estar relacionado a
diferencas da regulacdo do ciclo celular, indicando um potencial de invasdo tumoral
aumentado. Neste trabalho também foi verificada marcacéo citoplasmética em casos de
tumores benignos e acredita-se que esse tipo de marcagdo parece ser mais freqiiente do
que a literatura relata, refletindo uma outra e/ou nova via de sinalizagdo do p53 nestes
tipos de tumores, podendo ser indicativo ou ndo de transformagdo como uma
caracteristica de comportamento mais agressivo, necessitando de outros estudos para
elucidar tal achado.

Quanto aos casos de processos inflamatdrios e hiperplasia pode-se sugerir que os
primeiros ndo sejam uma amostra representativa da lesdo tumoral, enquanto que o
segundo represente, de fato, alteracdo molecular da proteina estudada, refletindo uma
condicdo de pré-malignidade.

Refor¢cando tais informagdes, na Tabela 4 pode-se verificar o indice médio das

células marcadas neste grupo (2).
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Tabela 4 — Expressao imunoistoquimica da p53 (média, desvio padrio (sd) e mediana de células marcadas) em lesdes tumorais (%) de glandulas

mamarias caninas

TCM MN MC MNC
Grupo 2/ tumores malignos %
média sd mediana média sd Mediana média sd mediana média sd mediana

Carcinoma in situ 55 1.2 5,1 25 25 2,0 2,8 22 3,0 1,3 25 0,0 13,79
Carcinoma papilifero 83 33 8,3 50 7,1 5,0 00 0,0 0,0 30 42 30 6,90
Carcinoma sélido 30 04 3,1 20 08 2,0 1,5 19 1,0 1,3 25 00 13,79
Carcinoma tumor misto 74 25 10,0 50 0,0 5,0 40 1,7 5,0 0,0 00 0,0 3,45
Carcinoma tubular 4,5 25 4,3 34 2,1 4,0 1,6 1,7 1,2 0,0 0,0 0,0 13,79
Carcinoma 36 24 5,0 20 1,0 2,0 37 15 4,0 0,0 0,0 00 3,45
Carcinosarcoma 2,0 0,0 2,0 2,0 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,45
Fibrosarcoma 6,0 26 5,0 0,0 00 0,0 0,0 0,0 0,0 6,0 26 50 3,45
Tumor misto maligno 11,0 2,7 13,0 8,0 0,0 80 50 0,0 5,0 0,0 0,0 0,0 3,45
Grupo 2/ tumores benignos

Adenoma 6,5 34 8,0 1,0 1,0 1,0 50 0,0 50 20 1,7 3,0 3,45
Hiperplasia 15,0 2,6 14,0 10,0 3,0 10,0 50 2,0 50 1,3 12 20 3,45
Mastite 6,5 44 6,5 40 42 40 40 0,0 40 0,0 0,0 0,0 6,90
Papiloma 1,5 1,0 2,0 0,0 00 0,0 20 00 2,0 0,0 0,0 0,0 3,45
Tumor misto benigno 30 472 3,0 1,5 2,1 1,5 25 35 25 0,0 0,0 0,0 6,90

TCM-= total de célula marcada; MN= marcag¢@o nuclear; MC= Marcagao citoplasmatica; MNC= marcagao citoplasmatica e nuclear
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A Tabela 5 apresenta as principais estatisticas descritivas das células marcadas,
segundo o grau de malignidade. Os resultados do teste de Kruskal-Wallis indicam
inexisténcia de heterogeneidade entre as distribuicdes das contagens das células

marcadas segundo o grau de malignidade.

Tabela 5. Estatistica descritiva da expressdo imunoistoquimica da proteina p53 em
células tumorais de glandulas mamarias de cadelas, segundo gradacfo
histolégica (ELSTON e ELLIS, 1991)

Valor
Variavel Malignidade N Média DP  Minimo Mediana Maximo p
TCM 0,825
I 8 5.5 3.0 0 6.5 8
I 11 5.1 32 0 5.0 10
1 4 6.8 4.6 2 6.0 13
MN 0,509
I 5 2.8 1.9 1 2 6
I 9 3.8 2.7 1 3 10
I 3 5.0 3.0 2 5 8
MC 0,562
I 6 3.8 1.5 2 4.5 5
I 6 32 1.0 2 3.5 4
1 2 3.0 2.8 1 3.0 5
MNC woE
I 2 35 2.1 2 3.5 5
I 1 6.0 * 6 6.0 6
11 1 6.0 * 6 6.0 6

" Teste de Kruskal-Wallis; = Nao foi realizado teste de Kruskal-Wallis devido ao pequeno tamanho das
amostras. N= n° de amostras, DP= desvio padrao da média, TCM= total de células marcadas; MN=
marcacio nuclear; MC= Marcacdo citoplasmatica; MNC= marcacio citoplasmadtica e nuclear,

Grupo 3 — Foi observada marcago nos casos onde foi visualizada a presenca de

metastase nas mamas contra laterais ao tumor (2) e em mamas consideradas normais (4)



52

(Figura 4). A intensidade de marcacdo variou de leve a intensa, como pode ser
verificado na Tabela 6. Na Tabela 7 esta demonstrada a média de células marcadas

pertencentes a este grupo.

Figura 4 - Imunomarcagfo positiva para proteina pS3 em células da glandula mamaria
normal contra lateral a com tumor (IHQ, p53, 200X).

Tabela 6 - Expressdo imunoistoquimica da proteina p53 na glandula mamaéria contra-
lateral 2 mama com presenca de tumor.

MAMA CONTRA N°DE

LATERAL CASOS MN MC MNC TCM INTENSIDADE
Com metastase 1 - - 10 10 +++
Com metastase 1 - 1 - 1 ++
Normal 1 4 2 - 6 ++
Normal 1 - 1 - 1 +
Normal 1 3 5 1 9 ++
Normal 1 1 - - 1 +
Normal 22 - - - - -
Sem amostra 1 - - - - -

TCM-= total de célula marcada; MN= marcag¢@o nuclear; MC= Marcag@o citoplasmatica; MNC= marcagdo
citoplasmatica e nuclear, + marcacdo leve, ++ marcacdo moderada, +++ marcacio intensa, - auséncia de
marcacao.



Tabela 7 — Expressdo imunoistoquimica da p53 (média, desvio padrdo (sd) e mediana de células marcadas) em
mamas contra laterais com a freqiiéncia (%) de metastase, em cadelas com tumor de mama

Grupo 3 TCM MN MC MNC o
média sd mediana média sd mediana média sd mediana média sd mediana
Metastase 3,5 3,5 3,5 0,0 0,0 0,0 0,5 07 0,5 50 7.1 5,0 6,90
Mama sadia marcada 3,5 2,9 3,1 20 1,8 2,0 20 22 1,5 03 05 0,0 20,69
Mama sadia ndo marcada 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 68,97
- - - - 3,45

Sem amostra -

TCM= total de célula marcada; MN= marcag¢do nuclear; MC= Marcagao citoplasmatica; MNC= marcagdo citoplasmética e nuclear

53
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Grupo 4 - Todos os linfonodos metastaticos exibiram marcacdo (Figura 5A), bem como
um caso considerado sem alteracdes morfoldgicas do tecido linfonodal (Figura 5B). A
intensidade de marcagdo variou de leve a intensa, como pode ser verificado na tabela 8.

Na tabela 9 esta demonstrada a média de células marcadas pertencentes a este grupo.

Figura 5 - A - Imunomarcacio positiva para proteina p53 em células neopldsicas no
linfonodo inguinal de cadelas com tumor de mama (IHQ, p53, 200X); B -
Imunomarcagfo positiva para proteina p53 em linfonodo inguinal sem
evidéncias morfoldgicas de metastase (IHQ, p53, 200X).

Tabela 8 - Expressdo imunohistoquimica da proteina p5S3 nos linfonodos com e sem
metastase em cadelas com tumor de mama (Grupo 4)

N°DE
LINFONODOS CASOS MN MC MNC TCM INTENSIDADE
Sadio 5 - - - - -
Sadio 1 - - 10 10 ++
com metéstase 1 - - 7 7 4+
com metéstase 1 - 3 10 13 +++
com metéstase 1 - - 3 3 ++
com metéstase 1 3 10 - 13 +++
com metéstase 1 4 - - 4 +
com metéstase 1 - - 6 6 +++
com metéstase 1 - - 9 9 +++
com metéstase 1 - - 12 12 4+
com metéstase 1 - - 12 12 +++
sem amostra 14 - - - - -

TCM= total de célula marcada; MN= marcac¢do nuclear; MC= Marcacio citoplasmética; MNC= marcagdo
citoplasmatica e nuclear, + marcagéo leve, ++ marcacdo moderada, +++ marcacéo intensa, - auséncia de
marcacao.



Tabela 9 - Expressdo imunoistoquimica da p53 (média, desvio padrio (sd) e mediana de células marcadas) em linfonodos
de cadelas com tumor de mama, e a freqii€ncia (%) de metastase

TCM MN MC MNC %
Grupo 4
média sd mediana média sd mediana média sd mediana média sd mediana
Metdstase 6,8 3,3 7,2 09 1,8 0,0 1,4 34 0,0 59 52 7,0 31,03
Normal 1,7 4,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,7 4,1 0,0 20,69
- 48,28

Sem amostra

TCM-= total de célula marcada; MN= marcac¢do nuclear; MC= Marcagdo citoplasméatica; MNC= marcac@o citoplasmética

e nuclear

55
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Os linfonodos com metéstase apresentaram uma expressdo mais forte de p53
quando comparada aos tumores primdrios, sugerindo que mudangas na expressdo de
p53 podem conduzir a uma agressividade celular aumentada e a capacidade invasiva do
tumor, por conseguinte, maior potencial para desenvolver metdstase a distancia

(CIANGA et al., 2005).

CONCLUSAO

A imunoexpressdo da proteina p53 em lesdes benignas pode ter relagdo com a
condicdo de pré-malignidade, devendo esses casos serem melhor observados. Nas
amostras estudadas, a imunoexpressdo da proteina p53 em tumores malignos nio tem
correlacdo com o subtipo histolégico e o grau de malignidade e sim com o processo de
metastase dos tumores mamadrios em cadelas. A intensidade e o nimero de células
marcadas foi maior nas metdstases, sugerindo a utilizagdo destes pardmetros para

nortear o comportamento destes tumores, associados a outros marcadores progn(’)sticos.
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EXPERIMENTO 2

APLICACAO DA TECNICA DA PCR-RFLP NO POLIMORFISMO DO GENE

p53 NOS TUMORES DA GLANDULA MAMARIA DE CADELAS
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APLICACAO DA TECNICA DA PCR-RFLP NO POLIMORFISMO DO GENE
p53 NOS TUMORES DA GLANDULA MAMARIA DE CADELAS

RESUMO: A técnica PCR-RFLP foi utilizada com o objetivo de identificar mutacdes
em seqiiéncias do exon 8 do gene TpS53 e associar o padrio de fragmentos obtidos ao
tipo de tumor de mama ou tecido normal de cadelas. Os DNAs foram extraidos dos
tecidos tumorais e de glindulas mamdarias macroscopicamente sadias de 50 cadelas
submetidas a exerése de tumor. Foram utilizadas para controle 19 cadelas normais. A
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi usada para amplificar o exon 8 e para o PCR-
RFLP foram utilizadas 6 enzimas de restricdo, Smal, Ddel, Rsa, Aval, Bsobl e Alul. O
produto da amplificacdo apresentou uma tnica banda de 200 pb no gel de agarose 0,8%.
O seqiienciamento do produto de PCR apresentou, em média, 94% de homologia com a
sequencia conhecida (GeneBank —~AAB42022.1). Das 6 enzimas selecionadas, apenas 4
apresentaram polimorfismo (Alul, Bsobl, Ddel e Smal) na seqiiéncia do exén 8 quanto
ao numero dos pares de base (pb) ou quantidades de clivagens. O padrdo das bandas de
cada enzima apresentou polimorfismo entre os grupos diferentes, mas nao dentro do seu
grupo (cadelas normais, glandulas mamadrias com tumor e mama contra lateral ao
tumor). Conclui-se que a técnica PCR-RFLP pode ser util para estabelecer diagndstico
de tumor de mama precocemente, mesmo quando os sinais histopatoldgicos ainda ndo
estiverem presentes.

Palavras-chave: endonuclease de restri¢cdo, genética, cancer, p53, cadela, glandula
mamaria

Application of PCR-RFLP approach on the Tp53 gene polymorphic study in the
canine mammary cancer

ABSTRACT: The PCR-RFLP technique was used with the aim of detecting mutations
in sequences of the exon 8 of the gene TpS53 and to associate the pattern of fragments
obtained to the type of mammary gland tumor or normal tissue of female dogs. Samples
of DNA were extracted of the tumor tissue and of the healthy macroscopically
mammary gland of 50 female dogs submitted to exerese of tumor. Healthy female dogs
(n=19) were used for control purposes. The polymerase chain reaction (PCR) was used
to amplify exon 8 and PCR-RFLP was accomplished with 6 restriction enzymes, Smal,
Ddel, Rsa, Aval, Bsobl and Alul. The DNA amplification presented a single band of
200 bp that was visualized in the 0.8% agarose gel. The sequence of the product of PCR
presented 94% of homology on average. Of the 6 selected enzymes, only 4 presented
polymorphism (Alul, Bsobl, Ddel and Smal) among normal mammas and with tumor,
about base pairs (bp) or cuts number. The pattern of the bands of each enzyme presented
polymorphism among the different groups, but not inside of each group of normal
animals or with tumor. In the present study, it was concluded that PCR-RFLP could be
used to make an early diagnostic of mammary cancer in tissues with the absence of
histopathologic alterations.

Key-words: restriction endonuclease, genetic, cancer, p53, mammary gland,
canine.
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INTRODUCAO

Niao obstante as mais variadas origens das neoplasias, elas estdo cada vez mais
presentes, ndo apenas nas pessoas, mas também nos animais domésticos. Embora as
neoplasias nas glandulas mamadrias em cadelas tenham etiologia ainda desconhecida, ha
indicios de que muiltiplos fatores influenciam o micro ambiente das células susceptiveis
do tecido mamadrio, causando o cancer (MORRISON, 1998). Um dos aspectos
preconizados na espécie humana esta relacionado com a mudanga no estilo de vida da
sociedade que, atrelada a alguns fatores, desencadeia a formagdo de neoplasias, tais
como: fatores ambientais, nutricionais, quimicos e hormonais potencialmente
carcinogénicos. Torna-se evidente que a interferéncia do homem nos habitos
alimentares dos cdes e gatos, assim como no seu ambiente, também o coloca sob o
mesmo risco. Acredita-se que essa seja uma das explicagdes que justificam um aumento
na freqiiéncia de algumas neoplasias no homem e nos seus animais domésticos
(MOULTON, 1990).

O ciclo celular € precisamente controlado por varias proteinas, algumas
nomeadas de ciclinas, cdk, assim como por produtos dos oncogenes e genes supressores
de tumores, como o p53 que, diante da desordem nas etapas que compde o ciclo celular,
podem explicar a origem do céncer. Este conjunto de eventos assegura que o
crescimento, duplicacdo de DNA e divisdo nuclear sdo perfeitamente controlados e
sincronizados (LUNDBERG e WEINBERG, 1999).

A cascata de eventos para formacdo tumoral parece envolver a ativagcdo de
varios oncogenes assim como a inativagdo de genes supressores de tumor, onde cada
etapa representa um passo adicional em dire¢do a malignidade completa (DOBSON,

2001; LEE e KWEON, 2002; LERA et al., 1997).
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Um gene pode ser alvo das mutagdes e qualquer alteracdo em algum segmento
dele pode inibir a sua funcdo, no entanto, alguns sitios sofrem um nimero de mutagdes
bem maior que o esperado pela distribuicdo aleatdria, tais posi¢cdes sdo chamadas de
“sitios quentes”, importantes para o estudo da biologia molecular (LEWIN, 2001).

Dessa maneira, estudos das alteracdes génicas e sua associacdo com vdrios
fatores levardo a compreensdo dos mecanismos envolvidos na etiologia do cancer, e
também auxiliardo no diagndstico e tratamento desta afec¢do. Mutacdes no gene pS3 do
cromossomo 17 estdo presentes no DNA de células cancerigenas de humanos e caninos.
Outro fato relevante é a homologia do gene p53 entre os vertebrados. Entre as espécies
canina e humana, esta homologia € cerca de 81% e, entre humanos e murinos, de 72%
(CHU et al.,1998; VELDHOEN e MILNER, 1998).

O Tp53 € o gene mais mutado nas etapas do desenvolvimento do cincer de
mama, quando comparado a outros genes também envolvidos em neoplasias mamarias
(LERA et al., 1997; MOURA-GALLO et al., 2004). Foi detectado no gene TpS53 maior
nimero de mutagdes, principalmente nos exons 3 a 8 (KRAEGEL et al., 1995; CHU et
al., 1998 e HAGA et al., 2001), resultando na perda de controle do ciclo celular e, como
conseqiiéncia, a sobrevivéncia das células que apresentam alto grau de mutacdes
(YORIKO et al., 2000).

Porém, as mutagdes em Tp53, encontradas nas variedades de tumores malignos
analisados, sdo ditas pontuais e estdo, em sua maioria, localizadas na regido da molécula
altamente conservada que corresponde ao dominio de ligagdo da proteina p53 com o
DNA (HAINAUT e HOLLSTEIN, 2000). Tem-se demonstrado que a maioria das
mutagdes missenses no TpS5S3 causa alteracdes na conformagio da sua proteina,
prolongando a sua meia-vida e podendo acumular-se no nicleo das células neoplasicas

(BEGNAMI et al., 2005).



64

Estudos epidemioldgicos, na 4rea de biologia molecular do céncer, t€ém
ressaltado a importancia da andlise de mutacdes encontradas no Tp53 (PERERA e
WEINSTEIN, 2000). Hill e Sommer (2002) consideraram a andlise de muta¢des como
um possivel teste mutagénico para o cincer de mama. Mutacdes no gene TpS3 t€m sido
também associadas com outros tipos de tumores em outros tecidos, como, por exemplo:
de baco (KRAEGEL et al., 1995) e tumores 6sseos (LOUKOPOULOS et al., 2003).
Ambos considerados tumores agressivos, com taxas de sobrevida muito baixas. Desta
forma a utilizacdo da andlise de mutagcdes no Tp53 pode auxiliar no progndstico dos
diversos tumores em fases iniciais e, com isso, promover uma maior possibilidade de
diagndsticos precoce e sucesso nas terapias (MOURA-GALLO et al., 2004).

Embora a avaliagc@o fenotipica de mutantes venha sendo utilizada para detectar
mutagdes, a identificacio da maioria das formas de mutacdes, particularmente as
mutagdes silenciosas, necessitam de métodos alternativos mais seguros. As técnicas
mais sensiveis e sofisticadas sdo introduzidas para a detec¢do das formas mais comuns
de mutacdes em pequena escala, incluindo a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e o
sequenciamento de nucleotideos (WALKER e RAPLEY, 1999). Outros estudos
abrangem a técnica PCR-RFLP com o intuito de comparar moléculas de DNA (QIAN et
al, 2002).

A enzima de restricdo BstU1 foi utilizada para estudar o polimorfismo do cédon
72 do gene TpS53 de mulheres com cancer de mama. Este cddon codifica arginina (Arg)
ou prolina (Pro). O fenétipo Pro/Pro apresentou uma unica banda (279 bp), o fendtipo
Arg/Arg apresentou duas bandas (160 bp e 119 bp), e o heterozigoto Pro/Arg mostrou 3
bandas (279, 160, e 119 bp). Estes achados foram correlacionados com a sensibilidade

do paciente ao tratamento quimioterdpico e demonstraram que pacientes com fendtipo
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Pro/Pro sao menos sensiveis ao tratamento com antraciclina que aqueles com Pro/Arg e
Arg/Arg (XU et. al., 2005).

A utilizacdo de técnicas moleculares direcionadas possibilitardo a identificacio
de marcadores tumorais, aumentando a probabilidade de detec¢@o de células neoplasicas
em uma fase mais precoce e antes da formag@o de metastase, levando a um tratamento
antecipado que podera promover sucesso na terapia do cincer (DOBSON, 2001).

Sendo assim, o objetivo neste trabalho foi detectar muta¢des em seqii€ncias do
exon 8 do gene Tp53 através da técnica PCR-RFLP, com enzimas especificas de

restricdo, em glandula mamdria normal e tumoral de cadelas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 50 cadelas que foram submetidas a exerese cirdrgica da mama,
no Hospital Veterindrio da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), das
quais foram retiradas amostras dos tumores das mamas (TM) e de tecidos das mamas
contra laterais ao tumor, aparentemente normais (MN). Também foram retiradas
amostras das mamas de 19 cadelas normais (CN) sacrificadas no servico do Centro de
Vigilancia Ambiental (CVA) da Prefeitura da Cidade do Recife, que serviram como
controle. Parte das amostras foram acondicionadas em formalina tamponada a 10% para
exame histopatoldgico de rotina para caracterizar o tipo de alteracdo tumoral ou sua
auséncia. Outra parte das amostras foi armazenada em tubos de criopreservacdo, em

nitrogénio liquido, para a posterior extracio de DNA.
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Extracao de DNA

O DNA genomico foi extraido no laboratério de Fisiologia Animal Molecular
Aplicada — FAMA, da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE. De cada
amostra, utilizou-se aproximadamente 0,5g de tecido mamario, e cada amostra foi
macerada em nitrogénio liquido. Para cada amostra foram adicionados: 100ul de TE
(Tris, 10mM - Invitrogen Life Technologies e EDTA, ImM pH 8,0 - Sigma Chemical
Co) e 100ul de fenol (Merck) equilibrado pH 8,0. A amostra foi homogeneizada por 1
min e centrifugada (Sigma) a 17.968g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi transferido
para outro tubo e adicionado de 100 ul de fenol-cloroférmio (1:1), homogeneizado por
1 min e centrifugado a 17.968g por 5 min. Ao sobrenadante recuperado foram
adicionados 100 pl de cloroférmio (Merck), misturado por 1 min e centrifugado a
17.968g por 5 min. Em outro tubo foram adicionados: 10 pl de acetato de amoénio 3M
(Cromato Produtos Quimico LTDA), 100 pl do sobrenadante do tubo anterior e 100 pl
de isopropanol (Merck). A mistura foi homogeneizada por 1 min e incubada por 30
minutos a —20°C, em seguida, centrifugada a 17.968g por 15 min, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento lavado com 500 pl de etanol 70% (Merck) por centrifugacio
a 17.968g durante 5 min a 4°C. O etanol foi retirado e o sedimento deixado em
temperatura ambiente e ressuspendido em 4gua ultra-pura (modificado de MANIATIS
etal., 1998).

O DNA extraido foi analisado em gel de agarose 0,8% (Invitrogen Life
Technologies) corado com brometo de etideo, e quantificado com marcador de peso
molecular fago-lambda, para andlise em luz ultravioleta e fotografado (Olympus —

Digital Camara — C-7070 Wide) para verificacdo de sua qualidade.
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PCR (Reacao de Polimerizacao em Cadeia)

As reacdes de amplificagdo foram realizadas para um volume final de 20 pl
contendo: 50 ng de DNA gendmico, 20 mM Tris-HCI] (marca), pH 8.4; 50 mM KCl
(marca); 2 mM MgCl, (marca), 0,2 mM dNTP (Invitrogen Life Technologies), 10
pmoles de cada oligonucleotideo (Invitrogen Life Technologies) e 2,5 U Tag-
polimerase (Invitrogen Life Technologies). Os oligonucleotideos utilizados neste
trabalho identificam o exon 8 - 5: GCTTCTCTCTTCTCACCTG - 3’:
CTCCTTCACCTCCTCTTGT do gene Tp53 (CHU et al., 1998). As amplificacdes
foram feitas em termociclador (Eppendorf Mastercycler Personal) e as etapas
consistiram de: desnaturacdo inicial do DNA a 94°C (2 min); 35 ciclos de: 94°C (1
min), 58° C (1 min), 72°C (1 min) finalizando a reacdo com a fase de extensdo final por
um periodo de 3 min a 72°C (CHU et al., 1998). Os produtos de amplificagdo foram
analisados por eletroforeses em gel de agarose a 2%, corado com Brometo de Etidio,
visualizados em transluminador de ultravioleta e comparados com o marcador de peso
molecular 50bp (DNA Ladder, Invitrogen Life Technologies) e fotodocumentados.
Sequenciamento do Exon 8

Foram selecionadas seis amostras de glandula mamaria de cadelas normais para
andlise de sequenciamento de DNA. Os produtos obtidos pela PCR foram purificados,
usando protocolo comercial (PureLink PCR Purification Kit, Invitrogen, USA) para
remocdo de sais e residuos de oligonucleotideos e dNTPs.

O seqiienciamento dos produtos de PCR foi realizado no Centro de Estudos do
Genoma Humano — Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo, setor de
sequenciamento de DNA, onde foram processados em seqiienciador automatico
(MegaBACE 1000) utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Kit (com Thermo

Sequenase™ II DNA Polimerase). As seqiiéncias foram analisadas pelo software
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Sequence Analyser utilizando Base Caller Cimarron 3.12. Cada sequenciamento foi
realizado com oligonucleotideos sense e antisense.

As enzimas de restricio Alul, Aval, BsoBI, Ddel, Rsal e Smal, e foram
selecionadas a partir da andlise das seqiiéncias do exon 8, no programa Neb Cut 2.0

(New England — Biolabs Inc) disponivel em http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php.

PCR-RFLP (Reacao de Polimeriza¢iao em Cadeia — Polimorfismo do Comprimento
de Fragmentos de Restricao)

A reacdo de corte do DNA com as enzimas de restricdo foi realizada para um
volume final de 15uL. Para cada reacdo foi preparada uma mistura contendo 8,5uL de
dgua milliQ, 1,5uL de tampao da enzima, 1,0 U da enzima de restricdo. Apds
homogeneizagdo, foram adicionados 10uL da mistura em um microtubo (200ul)
contendo 5ul do produto de PCR, que foi mantido por 4 horas a 37°C em condi¢des de
tamponamento; apds este tempo, a enzima foi inativada em 65°C por 20 minutos. Apds
a digestdo enzimatica, o DNA digerido foi submetido a um gel de agarose a 2%, corado
com brometo de etideo, com marcador de peso molecular DNA-Ladder (50bp), sobre

luz e fotografado, para verificacdo das bandas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos 50 animais, o resultado histopatoldgico das amostras de mama com tumor
(TM) apresentou maior freqiiéncia de tumores malignos (96%) e nestes observou-se a
presencga de carcinomas e tumor misto maligno. Os tumores restantes foram benignos
(4%). As mamas da cadeia contra lateral apresentaram resultado compativel com mama

normal, bem como as das cadelas controle.
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A alta freqiiéncia de carcinomas observada nestes animais reforca a necessidade
de estudos para diagnéstico precoce, pois, sdo lesdes de alta gravidade e de prognéstico
reservado (CASSALI 2003).

O DNA gendmico extraido apresentou uma tnica banda de aproximadamente
200pb no gel de agarose. Os produtos de PCR analisados neste experimento foram
submetidos a comparacdo com a seqiiéncia depositada no GeneBank (AAB42022.1), e
apresentaram em média 94% de homologia.

Das 6 enzimas selecionadas apenas 4 (Alul, BsoBI, Ddel e Smal) apresentaram
polimorfismo de nimero de pares de base ou nimero de clivagens, diferenciando as
glandulas mamadrias normais das que possuiam tumor (Tab. 1). O padrido das bandas de
cada enzima apresentou polimorfismo entre os grupos, mas ndo dentro de cada grupo de
animais normais ou com tumor, ndo havendo possibilidade de relacionar a resposta do

polimorfismo com a malignidade da leso.

Tabela 1 - Padrao de bandas de nucleotideos em pares de bases (pb) obtidos apés PCR-
RFLP para cada enzima de restricio em amostras de mamas de cadelas com
e sem tumor

Amostras
Enzimas de
s Mama de cadela Mama com Tumor Mama contralateral
restricao
normal normal

Alul 200pb 50, 150 e 200pb 50, 150 e 200pb
BsoBI 25,50 e 75pb 50 e 75pb 50 e 75pb
Ddel. 50, 75, 100pb 25,75 e 100pb 50, 75 e 100pb
Smal 80 e 120 pb 50 e 75pb 50 e 75pb

A utilizagdo de PCR-RFLP em estudos de mutacdo do gene Tp53 em humanos
tem-se limitado, ao cddon 72 (OSBORNE et al., 1991; XU et al., 2005) com o objetivo
de associd-lo ao cancer ou detectar pacientes com maior sensibilidade a quimioterapia.

Em céaes, o estudo deste cddon ndo é possivel, considerando que esta regido do Tp53,
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rica em prolina, foi perdida devido a dele¢des que ocorreram durante a evolucdo
(KRAEGEL et al., 1995; VELDHOEN e MILNER, 1998).

A utilizacdo do exon 8, neste trabalho, foi motivada pela alta freqiiéncia de
mutacdes observadas por outros autores que consideram este exon como um dos pontos
quentes de mutagdes do gene Tp53 e correspondente a parte do dominio central da
proteina p53 que se liga ao DNA para exercer sua fungdo reguladora onde se encontram
os codons 273 e 282, correspondentes ao aminoacido arginina (LEVINE, 1997; CHU et
al., 1998; MUTO et al., 2000; LEE e KWEON 2002; SOUZA, 2006).

Em outras patologias a utilizacdo de enzimas de restricdo em estudos de PCR-
RFLP tem sido titil para diferenciar a etiologia de doencas similares. Sakamoto et al.
(2000) estudaram o polimorfismo do cédon 201 do gene Gsow em diferentes tipos de
displasias dsseas. Em carcinoma hepatocelular foi possivel encontrar mutagdes no
codon 249 do gene TpS3 através da digestdo com a enzima Haelll, resultando num
método de diagndstico precoce para esta patologia (QIAN et al, 2002).

A técnica de PCR-RFLP, embora facil de ser executada, depende da existéncia
de sitios para endonuclease de restricdo surgidos ou destruidos por mutacdes de
interesse (QIAN et al., 2002).

A Smal apresentou alterag¢@o na localizacdo do sitio de restricdo e no nimero de
bandas, resultando em fragmentos de tamanhos diferentes quando se compararam
mamas de animais sadios com as de animais portadores de tumor (Fig. 1).

Pela andlise dos fragmentos, pode-se observar que a enzima BsoBI revela dois
tipos de alelos no exon 8 do Tp53 das cadelas normais, com 2 (75, 75 e 50pb) ou 3 (75,
75, 25 e 25pb) clivagens, porém as mamas com tumor e as contra laterais normais,
apresentaram apenas o alelo que gera 2 clivagens (Fig. 1). A perda da heterozigose,

neste caso, deve estar relacionada com a fung¢éo da p53.
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Ao contrério, a Alul ndo cortou as seqiiéncias de cadelas normais, o que foi
observado pela existéncia de apenas uma banda de 200pb, porém as mamas de cadelas
com tumor, sadias ou ndo, apresentaram heterozigose caracterizada pelas bandas de 200,
150 e 50pb (Fig. 2).

A Ddel para cadelas normais e para mamas contra laterais, apresentou
heterozigose com padrio de 1 corte (100 e 100bp) e 2 cortes (75, 75 e 5S0bp) (Fig. 2). A
heterozigose se manteve nas mamas com tumor, no entanto a mutagao alterou o nimero
de cortes em um dos alelos (75,75, 25 e 25bp).

A observacgdo de padroes diferentes representando o polimorfismo gerado pelas
enzimas utilizadas, reflete a existéncia das mutacdes nos cédons relativos aos sitios de
restricdo das enzimas, ou ainda em outros cddons, quando geram novos pontos de
restri¢do.

Os codons 278 e 301 (Smal e Bsobl) e 297 (Ddel) codificam o aminoacido
prolina (Pro), um importante indicador de atividade na proteina p53. Estudos sobre o
codon 72 de humano demonstraram que a homozigose Pro/Pro torna a proteina menos
eficiente do que a homozigose para o aminodcido arginina (Arg/Arg) (XU et al., 2005;
YI e LEE, 2006).

As alteragdes na heterozigose embora nio tenham sido estudadas em caninos
como em tumores humanos, pelo resultado das andlises das enzimas utilizadas neste
trabalho (Alul, BsoBI e Ddel) comprovam que, em cadelas, também ¢ possivel
relacionar esta caracteristica com mutagdes no exon 8 do gene Tp53. Estudos
posteriores poderdo determinar um cédon e uma endonuclease de restricdo que possam
ser utilizados no diagnéstico precoce da doencga, a exemplo do cédon 72 em humanos.

O co6dons citados se encontram proximos aos cédons de importincia para a

funcdo da proteina (HAINAUT e HOLLSTEIN, 2000) e podem sofrer as conseqii€ncias



72

de insercdes ou dele¢des de nucleotideos que alteram a seqiiéncia das bases e se
encontram em quantidades significativas em tecidos alterados, conforme ja observado
por Souza (2006) em seqiiéncias do gene pS3 em cadelas com tumor de mama.

As mutacdes observadas no exon 8 foram as mais freqiientes e estiveram
relacionadas com diferentes tipos de tumores, inclusive nas mamas que ainda ndo
apresentavam alteracdes histopatoldgicas (SOUZA, 2006).

O fato de ndo ter havido diferenca entre os tecidos de mamas com tumor e as
normais do mesmo animal, com as enzimas BsoBI e Smal, reforca a idéia de que os
tecidos que ainda ndo apresentam alterac@o visivel, ja se encontram alterados no nivel
molecular e portanto sdo potencialmente capazes de desenvolver tumores ao longo do
tempo, uma vez que as alteragdes nos genes supressores de tumor podem ocorrer anos
antes de se iniciar a transformacao neoplasica (DOBSON, 2001; LEE e KWEON, 2002;
LERA et al.,1997).

Souza (2006) demonstrou que mamas adjacentes ao tumor e histolégicamente
normais apresentaram alteracdes moleculares do gene Tp53. Portanto, o reconhecimento
precoce da alteragdo genética permitird a intervencao/tratamento em tempo de evitar o
progresso tumoral e o aparecimento de metastases que comprometem significativamente
a sobrevivéncia do paciente (INCA, 2004).

Conclui-se que embora o estudo por PCR-RFLP apresente resultados
dependentes de mutacdes em locais especificos que geralmente ocorrem de forma
aleatdria, esta técnica pode vir a ser uma importante ferramenta para o estudo da
carcinogénese mamadria na cadela, possibilitando gerar diagndsticos precoces através do

polimorfismo obtido com endonucleases de restricio pré-selecionadas.
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5 CONSIDERA COES FINAIS

A anidlise do envolvimento do Tp53 em neoplasias mamadrias de cadelas revelou
a importancia deste gene na etiologia dos tumores malignos que afetam esta espécie.

A proteina p53 mutante, revelada pela imunoistoquimica nos tecidos mamarios
neopldsicos, possui acdo supressora de tumor alterada e, portanto, permite o
desenvolvimento dos tumores, ja identificada inclusive nos tecidos que ainda ndo
evidenciaram alteragdes histoldgicas.

O mesmo foi possivel observar no nivel molecular, pelo polimorfismo gerado
pela acdo de endonucleases especificas, que diferenciou animais normais de animais
portadores de tumor, seja no tecido neoplésico ou néo.

Estas duas abordagens, embora utilizem técnicas diferentes, podem servir para
identificar alteracbes mamarias precocemente.

A utilizagdo das técnicas de diagndstico precoce deve ser cada vez mais
incentivada, bem como o conhecimento de que tecidos aparentemente sauddveis podem
desenvolver neoplasias e metdstases. Pois, mesmo que ainda ndo tenham desenvolvido a
alteracdo histoldgica, estdo molecularmente alterados e sdo potencialmente capazes de
desenvolver tumor ao longo do tempo.

Estas informagdes devem ser repassadas para os médicos veterindrios que atuam
na clinica cirirgica de caninos, bem como para os proprietirios destes animais,
esclarecendo a importancia do diagndstico precoce. Em casos mais adiantados, deve ser
considerada uma abordagem terapéutica mais radical, como por exemplo, a extirpacdo
de toda a cadeia mamaria e linfética.

Outro aspecto a ser considerado € que existe similaridade na morfologia e
comportamento bioldgico entre tumores malignos de mama em cadelas e mulheres,

portanto é possivel utilizar a espécie canina como modelo experimental para estudos de
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carcinogénese mamadria humana. Isto poderd trazer beneficios relativos a identificacéo
de marcadores moleculares em cadelas que possam ser utilizados para o prognéstico
precoce ou até mesmo para a identificacdo da melhor terapia a ser utilizada em cada
caso de neoplasia.

Se os estudos futuros ndo chegarem a erradicacdo do cincer, uma das doengas
que mais matam no mundo, a esperanga € que se possa diagnosticd-la e tratd-la tdo
precocemente que os sintomas nem cheguem a ser sentidos pelo paciente, reduzindo a

mortalidade e melhorando a qualidade de vida.
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6 ANEXOS

1 Parecer do Comité de Etica

2 Ficha de identificacdo e avaliacdo de tumor de mama em cadelas

3 Quadro de resultados para estadiamento clinico (TNM), diagndstico histopatolégico e
avalia¢do imunoistoquimica em cadelas com tumor de mama.
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Anexo 2

FICHA DE IDENTIFICACAO E AVALIACAO DE TUMROES DE MAMA EM

Data:  /_ /
N¢ da ficha:

CADELAS

83

N°do Prontuério:

Nome do animal:

Idade:

Raca:

Pelagem:

Proprietario:

Endereco:

CEP:

Fone:

E-mail:

Anamnese

Sinais:

Sintomas:

Inicio:

Alimentagao: (

Racdo - Marca comercial:
Caseira - Qual?

)
()
(

Perda de peso:

) Sim

() Nao Intolerancia ao exercicio: ( ) Sim ( ) Nao

OSH anterior: () Sim

() Nao

Inicio da puberdade:

N¢ de cios:

Intervalo entre ciclos:

N? de gestagbes:

Intervalo entre gestacoes:

Periodo de desmame:

Abortos:

Dificuldade reprodutiva:

Tempo de ciclo reprodutivo:

Apresentou pseudogestacao:

Aplicagao de anticoncepcional: ( ) SIM ( ) NAO Qual:

Quantas vezes:

Histérico familiar de tumor mamario:

Histérico de mastite:

Fez exames radiograficos:

Ja fez mastectomia:

Ha quanto tempo apareceu a nodulagao:
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Massa tumoral

D E
A A
7, D

O 1 Q

O 2 O

O 3 QO

O 4 QO

O 5 O

S P
| |
Caracteristicas do tumor
Mobilidade S n
Ulceragao s n
Eritema S n
Aderéncia da pele s n
Infecgéo s n
Envolvimento de S n
fascia ou musculo
Dor local S n
Classificacao TNM
Tamanho (T) | T1 T2 T3 T4 T5
<0,5 cm 0,5 —-1cm 1-3cm 3-5cm >5cm
Linfonodo NO N1A N1B N2A N2B
(N) Nao Ipsilateral Ipsilateral Contralateral Contralateral
fixo nao fixo fixo nao fixo
Metastase MO M1
ausente presente

TNM
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Anexo 3 - Quadro de resultados para estadiamento clinico (TNM), diagndstico
histopatoldgico e avaliagdo imunoistoquimica em cadelas com tumor de mama.

TNM | cadela| sitio | TCM | MN | MC | MN+MC | Intensidade | GM | | Diagnostico
histopatoldgico
1 15 10 ] 5 ++ hiperplasia
TIN1BMO 1 2 0 Normal
3 s/ amostra
1 3 3 + 11 carcinoma sélido
T2N2BMO 2 2 0 Normal
3 s/ amostra
1 5 1 4 ++ Mastite
T3NOMO 3 2 6 4 2 ++ Normal
3 0 Normal
1 2 2 ++ I carcinosarcoma
TAN1AMO 4 2 0 Normal
3 s/ amostra
| carcinoma tumor
9 5 4 ++ II misto
TSNOMO > 2 10 10 +++ Metastase
3 7 7 +++ Metastase
1 2 2 + I papiloma
TSNOMO 6 2 0 Normal
3 s/ amostra
1 8 1 5 2 + I adenoma
T5N1BMO 7 2 0 Normal
3 0 Normal
1 3 3 ++ II carcinoma sélido
T4N2BMO 8 2 0 Normal
3 s/ amostra
1 5 5 ++ I Carcinoma in situ
TSNOMO 9 2 1 1 + Normal
3 s/ amostra
1 2 2 + 11 carcinoma tubular
T2N1AMO | 10 2 1 1 ++ Metdstase
3 13 3 10 +++ Metastase
1 0 Normal
T3N2BMO 11 2 0 Normal
3 3 3 ++ Metdstase
1 6 5 1 ++ III | Carcinoma tubular
T3NIAMO | 12 2 9 3 5 1 ++ Normal
3 13 3 10 +++ Metdstase
1 10 | 10 + II | Carcinoma papilar
T3NOMO 13 2 0 Normal
3 s/ amostra
1 7 2 5 ++ I Carcinoma in situ
T5N2AMO 14 2 0 Normal
3 s/ amostra
1 5 1 4 + II Carcinoma sélido
TSN1AMO | 15 2 1 1 + Normal
3 4 4 + Metastase
T3N1AMO | 16 1 11 7 4 ++ Mastite
2 s/ amostra
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TNM-= Estadiamento Clinico — T= Tumor, N= Linfonodo, M= Metéstase
Sitio: 1= fragmento de tumor, 2= Mama Contra-lateral, 3= Linfonodo ipsolateral

TCM= Total de Células Marcadas, MN= Marcacdo Nuclear, MC= Marcagao Citoplasmadtica;

GM=Grau de Malignidade, I= fraca, II= Moderada, III= Intensa

Sobrevida= situag¢do do animal apds 8 meses da cirurgia



