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REVISAO DA LITERATURA

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais comum na cadela e na mulher (MISDORP,
2002; PELED et al., 2008). Os tumores de mama em cadelas despertam interesse especial
para oncologistas médicos e veterinarios devido a similaridade que apresenta com o cancer de
mama na mulher (NERURKAR et al.,, 1989; HATAKA, 2004). Varias caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas e bioldgicas sdo semelhantes aos da espécie humana e por isso vém
sendo utilizados como modelos para o conhecimento de alguns aspectos da carcinogénese
mamaria na mulher (CASSALI, 2000).

A maioria dos tumores de mama afeta cadelas com idades compreendidas entre os oito
e os 10 anos, no entanto, podem surgir tumores malignos em cadelas com menos de cinco
anos (BURINI, 2002). Nao existe predisposi¢ao racial evidente, embora no Brasil ocorram
mais freqiientemente em cadelas sem raga definida (SRD), isso se deve ao fato de haver o
predominio de caes mesti¢os no pais (FERREIRA & CASSALI, 2003). O tamanho dos
tumores pode variar, desde pequenos nddulos com 0,5 cm de didmetro até tumores com mais
de 15 cm no seu maior didmetro. Em alguns animais o tumor pode apresentar ulceragao
cutanea ou sinais evidentes de inflamagdo. A despeito da sua alta taxa de ocorréncia estas
neoplasias apresentam um desafio terapéutico para o clinico, pois exibem variagdes
consideraveis na sua aparéncia clinica e histologica (LOAR, 1992).

Para Misdorp (2002) o exame histopatoldgico ¢ o melhor método de diagnostico dos
tumores de mama em cadelas, pois inclui o tipo de tumor e fornece informagdes acerca do
prognostico. Segundo Philibert e al. (2003), a analise das células tumorais auxilia muito para
a determinac¢do do comportamento bioldgico do tumor. A nomenclatura internacional para os
tumores mamarios da cadela ¢ conflitante, pois existem varias propostas de classificagdo.

Estas se baseiam principalmente no padrdo morfolégico, devido a escassez de informagdes
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baseadas em outros parametros (DESTEXHE ef al., 1993) e estdo entre os tOpicos mais
controversos na oncologia veterinaria (LOAR, 1992). A Organizagdo Mundial da Satde
realizou a classificagdo de tumores mamadrios de cdes e gatos, associando histogénese,
descri¢ao da expressdo morfologica e fatores prognosticos (MISDORP et al., 1999).

Assim como o cancer de mama na mulher, os tumores mamarios nas cadelas
representam um grupo heterogéneo de tumores com diversidade no comportamento bioldgico,
evolucdo e resposta a terapia (MATOS et al., 2005). Recente estudo do perfil de microarranjo
de cDNA em tumores mamario humanos tem identificado distintos subtipos de carcinomas
que sdo associados com diferentes evolugdes clinicas (SORLIE et al., 2001; SORLIE et al.,
2003). Os marcadores moleculares sdo uteis na caracterizagdo de células nem sempre vistas
na histopatologia, dando ao clinico uma nova perspectiva no tratamento. Eles podem
evidenciar tanto fatores de proliferagao celular quanto a apoptose celular.

Ha uma busca continua para a elucidagdo dos mecanismos envolvidos no processo de
desenvolvimento de tumores mamarios na cadela, e também para a identificagdo de fatores
progndsticos e possiveis alvos terapéuticos.

Na medicina humana, ferramentas gendmicas, como o cDNA microarray, possuem
grande potencial para decifrar os padrdes moleculares dos tumores e para identificar novos e
melhores marcadores clinicos (SIMON et al., 2003; SANTOS et al., 2004). Para Vieira et
al.(2008), o exame anatomopatologico € o ponto de partida para o estudo molecular, pois, por
meio do material recebido, pode-se determinar, por métodos imunoistoquimicos, o perfil de
expressdo, que inclui receptores hormonais e padrdes de expressdo protéica. Assim, além de
se determinar a classificagdo morfoldgica, pode-se adicionar ao relatdrio anatomopatolégico o
perfil molecular do carcinoma de mama da mulher.

A presenca de receptores hormonais especificos nos tumores mamarios de cadelas foi

demonstrada em alguns estudos (de LAS MULAS et al.,2004). Trabalhos utilizando técnicas
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de radioimunoensaios constataram que cerca de 40 a 60% das neoplasias malignas de mama
na mulher possuem receptores para estrogeno (RE) ou progesterona (RP) (PINOTTI, 1991).
Mulheres com tumor de mama que expresse receptores de estrogeno tém um elevado indice
de sobrevida e uma melhor resposta a tratamentos hormonais (COCKER et al., 1969;
PICHON et al.,1980; DUNNWALD et al., 2007). Nas cadelas, a expressao de RE ¢ maior em
tumores benignos do que em malignos, além de ser maior em tumores complexos e mistos do
que quando comparado aos subtipos simples (de LAS MULAS et al., 2004).

O proto-oncogene c-erbB-2 codifica uma glicoproteina transmembranar (HER-2) com
atividade de tirosina quinase, a qual pertence a familia dos receptores de fator de crescimento
epidérmico humano (BARGMAN et al., 1986). Desde o seu relato inicial por Slamon et al.
1987, foi demonstrado uma associagdo entre a amplificacdo desse gene e um progndstico
pobre no cancer de mama na mulher, especialmente casos com metastase para linfonodo e/ou
doenca metastatica ou recorrente (TSUDA, 2006; ELLSWORTH, 2008). Muitos outros
estudos foram conduzidos e a super-expressao foi detectada em 10 a 20 % dos carcinomas
mamarios invasivos da mulher (TSUDA, 2006).

A p63, caracterizada como um homoélogo da p53 (YANG et al., 1998), ¢ necessaria
para a manutencdo das células de reserva (stem cell) da populagdo epitelial, e é expressa nas
células basais de muitos tipos de epitélio estratificado (KAELIN et al., 1999; LITTLE et al.,
2002; PELLEGRINI et al., 2001; YANG et al., 2000), e nas células mioepiteliais da mama
humana (BARBARESCHI et al., 2001), sendo considerada um possivel marcador para as
células de reserva (SIGNORETTI et al., 2000; RIBEIRO-SILVA et al., 2003). A inativagao
da p63 na linha germinativa sugere que esta proteina é necessaria para o desenvolvimento de
certos tecidos, como a glandula mamaria (de LAURENZI et al., 2000; MILLS et al., 1999;
YANG et al., 1999). Em tumores mamarios malignos, a imunoexpressdo da p63 revela um

fenotipo mioepitelial nem sempre identificado pela histopatologia rotineira assim como em
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relatos prévios usando diferentes marcadores mioepiteliais (DESTEXHE et al. ¢ GRIFFEY et
al., 1993). A p63 também ¢é expressa em tumores de mama com diferenciacdo escamosa
(RAMALHO et al, 2006) e em carcinomas escamosos (epidermoides) em diferentes
localizagdes anatomicas. Borba (2008) concluiu que a p63 se mostrou altamente expressa nos
carcinomas epidermoides da laringe, mas que a sua hipoexpressao foi preditiva de um pior
prognostico dos pacientes. O p63 encontra-se super-expresso no carcinoma epidermoide do
esofago, mas ndo nos adenocarcinomas colorretal e esofagico, sugerindo que o p63 possa
contribuir para a carcinogénese dos tumores escamosos (GLICKMAN et al., 2001). Além
disso, verificou-se correlagdo entre expressdo do p63 e mutagdo no p53 em neoplasias
avancadas e displasias de alto grau esofagicas (HALL et al., 2001).

As células mioepiteliais expressam citoqueratinas (CK) especificas de células basais,
como a CK5 (constituintes do citoesqueleto das células) e sua localizagdo é nas camadas basal
e parabasal (PEROU et al., 2000). Estas células foram interpretadas no comego como sendo
apenas células mioepiteliais, mais tarde foi proposto que elas podem representar células
progenitoras na mama da mulher (BOCKER et al., 1993). Mais recentemente foi evidenciado
que elas tém a propriedade de se diferenciar em células glandulares e mioepiteliais (BOCKER
et al., 2002a). A positividade para CK5 em carcinomas mamarios na mulher correlaciona-se
com indicadores de mau prognostico, incluindo idade precoce, alto grau histoldgico,
linfonodos positivos, estadio patologico avancado e negatividade para receptores hormonais
(VALE, 2006).

A catepsina D é uma enzima lisossomal com sintese induzida pelos estrogenos,
geralmente observada em tumores com grande potencial metastatico. Os niveis de catepsina D
sdo correlacionados com a sobrevida livre de doenca e com a sobrevida global, sendo um
fator de prognostico adverso, mesmo em casos sem comprometimento linfonodal (RICCI &

GIRIBELA, 2004).
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A proteina S100A4 pertence a familia das proteinas dependentes do célcio, cuja
expressiao ¢ elevada em intimeras condigcdes patologicas. Além disso, ja estd bem
documentado que a S100A4 ¢é expressa em células neoplasicas malignas e contribui para a
motilidade das células tumorais e conseqliente progressdo metastatica, entretanto esse
mecanismo ainda precisa ser elucidado (TARABYKINA, 2007). Cho et al. (2003), relataram
que a super-expressdo da proteina S100A4 estd intimamente relacionada com muitas fung¢des
que colaboram para a agressividade do tumor, como as metastases para linfonodos.

Com a finalidade de identificar as alteragdes genéticas da carcinogénese pode-se
caracterizar as expressoes de proteinas por meio de marcagdo imunoistoquimica e analises de
DNA e RNA. Desse modo, a utilizagdo da técnica de Tissue Microarray (TMA) permite
analisar tecidos com técnicas in situ, como a imunoistoquimica (IHC), a hibridizagdo do RNA
in situ ¢ a hibridizagdo fluorescente in situ (BUBENDORF, 2001a). Esta técnica foi descrita
pela primeira vez por Kononen ef al. em 1998 e consiste em relocar tecidos incluidos em
parafina de histologia convencional de tal maneira que dezenas a centenas de tecidos possam
ser colocados em um bloco receptor e assim serem examinados e comparados numa mesma
lamina histoloégica. Em vista disso, um niimero maior de amostras pode ser analisado ao
mesmo tempo, tornando os estudos mais eficientes e evitando desperdicio de materiais e
reagentes, portanto ¢ economicamente vantajoso, além de proporcionar um melhor
entendimento molecular dos tumores ¢ identificar novos marcadores progndsticos ou alvos
terapéuticos (BUBENDORF, 2001b).

Recentes estudos do perfil da expressdo génica em tumores de mama humanos
identificaram distintos subtipos moleculares de carcinomas da mama, os quais diferem em sua
patobiologia e evolugdo clinica (PEROU ef al. 2000; SORLIE et al.2001; SORLIE et
al.2003). Sorlie et al. (2003) analisaram o perfil de expressao de 115 amostras de tumores de

mama esporadicos e os categorizaram em cinco grupos principais: Luminal A, Luminal B,
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Super-expressdao de HER-2, Basal e tecido mamdrio normal. Os subtipos, Luminal A ¢ B
baseiam-se na expressao de receptores de estrogeno, enquanto o subtipo Basal ¢ caracterizado
pela auséncia de receptores hormonais e presenca de expressdo de marcadores de células
basais (BIRNBAUM et al., 2004; NIELSEN et al., 2004).

O painel imunoistoquimico para caracterizagdo dos tumores de mama na mulher ja
estd bem estabelecido e ¢ utilizado na rotina dos laboratorios de Patologia Humana para
orientar o tratamento clinico das pacientes. Em Medicina Veterinaria ainda ha caréncia de
estudos correlacionando os principais marcadores para definir um painel eficiente na
identificacdo do prognoéstico, além de sugerir possiveis alvos terapéuticos. A partir disso, a
motivagdo desse estudo estd em testar o painel imunoistoquimico utilizado em Medicina
Humana e assim caracterizar o cancer de mama em cadelas a partir desses marcadores,
proporcionando um melhor diagnéstico, com indicagdo do prognostico e tratamento em

Medicina Veterinaria.
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RESUMO

Por ser a maior causa de morte entre as fémeas caninas, o cancer de mama desperta o
interesse da comunidade cientifica, pois sua apresentacdo e evolugdo clinica sdo muito
semelhantes aos casos de cancer de mama na mulher. No intuito de permitir a continuagdo dos
estudos comparativos entre os tumores de cadelas e os das mulheres ¢ fundamental a
padronizagdo da classificagdo histopatologica e imunoistoquimica. Por meio da técnica de
Tissue microarray foi possivel concentrar um grande niimero de amostras e compara-las
numa mesma lamina, permitindo que uma casuistica maior pudesse ser analisada, evitando
desperdicios de materiais e reagentes. A partir dos resultados da imunoistoquimica foi
possivel a reclassificagdo dos tumores de mama da cadela em Luminal A (RE+ ¢ HER-2-)
(36,36%), Luminal B (RE+ ¢ HER-2 +) (9,09%), Basal (RE-, HER-2 - e p63 e/ou CK5 +)
(37,88%) e Super-expressao de HER-2 (RE- e HER-2 +) (12,12%) assim como classificados
em Medicina Humana. Além disso, foi realizada a marcagdo para a Catepsina D ¢ proteina
S100A4, para demonstrar o potencial metastatico desses tumores. Os resultados permitem
concluir que ¢ possivel a reclassificacdo dos carcinomas de mama em cadela assim como os
tumores de mama em mulheres, promovendo um melhor entendimento das caracteristicas
moleculares por meio das imunoexpressoes de proteinas. A Catepsina D e a proteina SI00A4
se mostraram importantes na caracterizacdo do potencial metastatico, contudo novos estudos
devem ser realizados para confirmar o papel desses marcadores nos carcinomas de mama

metastaticos de cadelas e das mulheres.

Palavras-chave: Cadelas; Cancer de mama; Marcadores; Subtipos de tumores de mama;
Tissue microarray
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ABSTRACT

For being the biggest cause of death between the canine females, breast cancer arises
the interest of the scientific community, therefore its presentation and clinical outcome are
very similar to the cases of breast cancer in the woman. In intention to allow the following of
comparative studies between the tumors of dogs and of the women the standardization of the
histopathogical and imunohistochemical classification is needed. By the technique of Tissue
microArray it was possible to concentrate a great number of samples and to compare them in
one same slide, allowing that a bigger casuistry could be analyzed, preventing the waste of
materials and reagents. From the results of the imunohistochemistry the reclassification of the
breast tumors of the dog was possible. They’re reclassified in Luminal A (RE+ and HER-2-)
36.36%), Luminal B (RE+ and HER-2 +) (9.09%), Basal (RE-, HER-2 - and p63 and/or CK5
+) (37.88%) and HER-2 Super-expression (RE- and HER-2 +) (12.12%) as well as
classification in Medicine Human. Moreover, it was carried through the marking for
Cathepsin D and protein S100A4, to demonstrate the metastatic potential of these tumors. The
results allow concluding that the reclassification of breast carcinomas in dog as well as the
breast tumors in women is possible, promoting a better agreement of the molecular
characteristics by means of the imunoexpression of proteins. Cathepsin D and protein S100A4
had shown important in the characterization of the metastatic potential. However more studies
must be carried through to confirm the paper of these markers in the metastatic breast

carcinomas of dogs and of women.

Key-words: Bitches; Breast cancer; Markers; Subtypes of breast tumors; Tissue microArray




INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais comum na cadela e na mulher (MISDORP,
2002; PELED et al., 2008). Nas cadelas despertam interesse especial para oncologistas
médicos e veterinarios devido a similaridade que apresenta com o cancer de mama na mulher
(NERURKAR et al., 1989; HATAKA, 2004). Varias caracteristicas epidemioldgicas, clinicas
e biologicas sdo semelhantes aos da espécie humana e por isso vém sendo utilizados como
modelos para o conhecimento de alguns aspectos da carcinogénese mamaria na mulher
(CASSALL, 2000).

Para Misdorp (2002) o exame histopatologico ¢ o melhor método de diagndstico dos
tumores de mama em cadelas, pois inclui o tipo de tumor e fornece informagdes acerca do
prognéstico. A andlise das células tumorais auxilia muito para a determinacdo do
comportamento bioldgico do tumor (PHILIBERT et al., 2003). Assim como o cancer de
mama na mulher, os tumores mamarios nas cadelas representam um grupo heterogéneo de
tumores com diversidade no comportamento bioldgico, evolucdo e resposta a terapia
(MATOS et al., 2005). A Organizacdo Mundial da Satde realizou a classificagdo de tumores
mamarios de cdes e gatos, associando histogénese, descricdo da expressdo morfologica e
fatores prognosticos (MISDORP et al., 1999).

Na literatura recente ha um aumento no numero de investigagdes sobre marcadores
prognoésticos no cancer de mama de cadelas (ZAIDAN DAGLI, 2008), incluindo os
marcadores de proliferacio (MATOS et al., 2006) receptores hormonais (DE LAS MULAS et
al., 2005), p53 e receptor do fator de crescimento epidérmico humano (HER-2) (DE LAS
MULAS et al., 2003; LEE et al.,, 2004), entre outros. Com eventos celulares distintos

envolvidos no processo de crescimento celular, diferenciagdo, proliferagdo, invasdo e
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metéastases (BECKMANN et al., 1997), a investigacao de alteragdes moleculares multiplas
assumem um papel importante na pesquisa desses tumores.

Para Vieira et al.(2008), o exame anatomopatologico ¢ o ponto de partida para o
estudo molecular, pois, por meio do material recebido, pode-se determinar, por métodos
imunoistoquimicos, o perfil de expressdo, que inclui receptores hormonais ¢ padrdes de
expressdo protéica. Assim, além de se determinar a classificagdo morfoldgica, pode-se
adicionar ao relatério anatomopatologico o perfil molecular do carcinoma de mama da
mulher.

Recentes estudos do perfil da expressdo génica em tumores de mama humanos
identificaram distintos subtipos moleculares de carcinomas da mama, os quais diferem em sua
patobiologia e evolugdo clinica (PEROU ef al. 2000; SORLIE et al.2001; SORLIE et
al.2003). Sorlie et al. (2003) analisaram o perfil de expressao de 115 amostras de tumores de
mama esporadicos e os categorizaram em cinco grupos principais: Luminal A, Luminal B,
Super-expressao de HER-2, Basal e tecido mamario normal. Os subtipos, Luminal A ¢ B
baseiam-se na expressao de receptores de estrogeno, enquanto o subtipo Basal ¢ caracterizado
pela auséncia de receptores hormonais e presenca de expressdo de marcadores de células
basais (BIRNBAUM et al., 2004; NIELSEN et al., 2004).

Dessa forma, a padroniza¢do da nomenclatura desses tumores ¢ de suma importancia
para que as pesquisas em patologia comparada possam continuar, trazendo enormes

beneficios tanto para a mulher como para a cadela.
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi analisar a imunoexpressao dos marcadores de receptores
de estrogeno e progesterona, HER-2, p63, CKS5, Catepsina D e proteina S100A4 em
carcinoma espontaneo de mama em cadelas pela técnica de imunoistoquimica em laminas
confeccionadas pelo Tissue microarray e correlacionar estes com a morfologia, classificando

os subtipos de tumores.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pela Camara de Etica em Experimentagdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia (FMVZ) da Unesp, campus de Botucatu, sob
o protocolo n° 233/2008 (anexo I). A inclusdo dos animais foi condicionada ao consentimento
por escrito dos proprietarios (anexo II).

Os caes doadores das amostras foram atendidos no setor de Clinica Cirargica de
Pequenos Animais do Hospital Veterinario da FMVZ — UNESP — Botucatu e as amostras
processadas no Servigo de Patologia da mesma Institui¢do. Foram utilizados blocos
histologicos de 66 tumores de mama de cadelas e divididos em dois grupos de acordo com o
diagndstico histopatologico: carcinoma simples e carcinoma complexo.

A selegdo do tecido neoplasico foi feita no Servigo de Patologia da FMVZ - UNESP —
Botucatu/SP. A técnica de Tissue Microarray foi realizada no Instituto de Patologia e
Imunologia Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP), na cidade do Porto em
Portugal. Parte da imunoistoquimica foi realizada no IPATIMUP (RP, RE, HER-2, p63 e
CKS5) e a finalizagdo das marcacdes (Catepsina D e proteina S100A4) foi realizada no
Laboratério de Imunoistoquimica do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de

Botucatu.

Exame Histopatolégico

Ap6s fixacdo em formalina a 10% tamponada por 48 horas e inclusdo das amostras em
parafina, foram obtidos cortes de 4um de espessura e utilizada coloragdo de Hematoxilina-
Eosina (HE) para avaliacdo da qualidade da lamina, classificagdo da neoplasia e escolha dos
locais para a coleta dos cilindros para o Tissue Microarray. A classificagao da neoplasia foi

feita segundo Misdorp et al., (1999), de acordo com a composi¢do celular. Quando a
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neoplasia era composta por um tipo celular (epitelial secretora) foi classificada em carcinoma
simples; quando era composta por mais de um tipo celular (epitelial secretora e mioepitelial),

em carcinoma complexo.

Tissue Microarray

Areas representativas das neoplasias foram selecionadas a partir de cortes corados com
HE e as areas de interesse, marcadas nas laminas e identificadas nos blocos doadores (figura
1A), foram retiradas (figura 1B) e transferidas para os blocos receptores. Para cada caso
foram retirados dois cilindros de 2mm de didmetro de duas éreas distintas do tumor. Em cada
bloco de TMA foram incluidas também amostras de tecido de mama nao neopldsico como
controle ¢ uma amostra de figado normal para orientagdo do bloco. Para a constru¢do dos
TMAs foi utilizado o Tissue MicroArray builder 20010.2, Histopathology Ltd, Hungary
(Figura 1C). Apods a construcdo, cortes de 3um foram cortados e aderidos a laminas
histologicas de polisina (Polysine™, Menzel-Glaser® Germany). Um corte de cada bloco
receptor foi corado em HE e revisado para confirmar a presenca de areas morfologicas

representativas das lesdes originais.

]
o, [omm— c.
Figura 1) A. Marcacgao da area de interesse no bloco doador. B. Coleta dos cilindros do bloco doador. C. Tissue

MicroArray builder 20010.2, Histopathology Ltd, Hungary - Instrumento constituido pelo molde do bloco
receptor e pela “caneta extratora”. Fotos cedidas por Diana Martins (IPATIMUP).
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Imunoistoquimica

Utilizou-se a técnica da estreptoavidina-biotina-peroxidase. A recuperag¢ao antigénica
foi feita em banho-maria a 98°C durante 30 minutos para os marcadores: RP, HER-2, p63 e
CKS5, e o tempo de incubagdo variou de 30 a 60 minutos. A recuperagdo antigénica do
marcador RE foi realizada em microondas. Ap6s a incubagdo por 120 minutos em
temperatura ambiente foi utilizado revelagdo com polimero (Novocastra), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Para a Catepsina D nao ha necessidade de recuperagdo antigénica,
portanto as laminas foram diretamente para a incubag¢do por 30 minutos em temperatura
ambiente. A recuperagdo antigénica da proteina S100A4 foi realizada em microondas ¢ o
tempo de incubagdo foi de 30 minutos em temperatura ambiente. A contra-coloragdo foi feita
com Hematoxilina de Mayer (Merck) em todas as imunomarcagdes. Os dados dos anticorpos

estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1: Anticorpos (Ac) utilizados nas marcag¢des imunoistoquimicas.

Marcadores  Clone  Ac  Fabricante  Incubagdo (min) Diluicdo
RP SP2 Rmab  Neomarkers, USA 30 1:300
RE LH2 Mmab Novocastra, UK 120 1:40
HER-2 SP3 Rmab  Neomarkers, USA 30 1:80
p63 4A4 Mmab  Neomarkers, USA 60 1:150
CK5 XM26 Mmab  Neomarkers, USA 60 1:50
Catepsina D A0561 Rpab Dako, USA 30 1:300
S100A4 ab27957 Rpab Abcam, USA 30 1:1.200

Rmab: Ac monoclonal de coelho; Mmab: Ac monoclonal de rato; Rpab: Ac policlonal de coelho
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Leitura das Laminas

A leitura das laminas foi feita de acordo com o mapeamento prévio dos TMAs e para
cada marcador foi utilizado uma graduacdo semi-quantitativa para avaliar os resultados da
imunoistoquimica. Foi atribuido negativo (-) quando ndo havia marcagdo ou esta era em
menos de 10% das células neoplasicas e a identificagdo da positividade variou em cada

marcador como Sseguce:

- RP: considerado positivo quando houve marcagdo nuclear em mais de 10% das células

neoplésicas;

- RE: considerado positivo quando houve marcacdo nuclear em mais de 10% das células
neoplasicas e graduado conforme a intensidade da marcagdo em positivo duas cruzes (+ +)
quando a intensidade era moderada e positivo trés cruzes (+ + +) quando intensidade forte da
coloragdo, como descrito em estudos prévios (SANNINO & SHOUSHA, 1994, SCHMITT et

al., 1995);

- HER-2: considerado positivo quando houve marcagdo de membrana das células neoplésicas
e graduado conforme o Manual de Interpretagdo do HerceptTest® (Dako). Quando houve
coloragdo completa de membrana de intensidade fraca a moderada em mais de 10% das
células neoplasicas foi adotado positivo duas cruzes (+ +). Quando a coloragdo da membrana

era completa e intensa, normalmente homogénea, foi adotado positivo trés cruzes (+ + +);

- p63: considerado positivo quando houve marcagdo nuclear em mais de 10% das células

neoplasicas e adotado positivo duas cruzes (+ +) quando até 50% das células neoplasicas
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apresentavam marcac¢do e positivo trés cruzes (+ + +) quando mais de 50% das células

neoplasicas apresentavam marca¢do (RAMALHO et al.,2006);

- CKS5: considerado positivo quando houve marcagdo nuclear em mais de 10% das células
neoplasicas e adotado positivo duas cruzes (+ +) quando até 50% das células neoplasicas
apresentavam marcagdo e positivo trés cruzes (+ + +) quando mais de 50% das células

neoplasicas apresentavam marcacdo (RAMALHO et al., 2006).

- Catepsina D: considerado positivo quando houve marcagdo citoplasmatica em mais de 10%
das células neoplasicas e graduado conforme a intensidade da marcagdo em positivo duas
cruzes (+ +) quando a intensidade era moderada e positivo trés cruzes (+ + +) quando houve

intensa marcagdo (RAMIREZ-ORTEGA, et al., 1997);

- Proteina S100A4: considerado positivo (+) quando houve marcagdo nuclear e citoplasmatica

em mais de 10% das células neoplasicas, independente da intensidade da marcacao

Subtipos

Semelhante ao cancer de mama humano, os tumores mamarios de cadelas sdo
passiveis de classificagdo baseada nos marcadores preditivos utilizados na Medicina Humana.
De acordo com a classificagdo proposta por Perou et al.(2000) e utilizado por Gama et al,
(2008) em carcinomas mamarios de cadelas, os tumores desse estudo foram classificados em
quatro subtipos distintos: Luminal A (RE +/ HER-2 -), Luminal B (RE +/ HER-2 +), Basal

(RE-/HER-2 - e P63 e/ou CKS5 +) e super-expressdo de HER-2 (RE -/ HER-2 +).
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Analise estatistica

O Teste Qui-quadrado foi utlizado para estudar a associagdo entre as categorias dos
marcadores para receptores de estrogeno, HER-2, p63, CKS5, Catepsina D e proteina S100A4,
com 0s grupos carcinomas simples e complexo e também para avaliar a diferenca de
proporgdes entre os subtipos: Luminal A, Luminal B, basal e super-expressao do HER-2 com
sua classificacdo histopatologica.

Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando p< 0,05.

Todos os calculos foram analisados no programa SAS, versdo 9.1 (SAS Institute,

Cary, NC).
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RESULTADOS

Classificacio Histopatolégica

Dos 66 tumores analisados, 21 (31,82%) foram do tipo carcinoma simples (Figura 2) e

45 (68,18%) carcinoma complexo (Figura 3).

Figura 2 — Carcinoma imples. Neoplasia composta por um tipo clular. Células epiteliais
proliferadas, perda da arquitetura glandular e nucléolos evidentes. HE, 200X
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Figura 3 — Carcinoma complexo. Neoplasia composta por mais
epiteliais proliferadas, com perda da arquitetura glandular e apresentando
pleomorfismo. Células mioepiteliais alongadas, apresentando metaplasia

cartilaginosa e produ¢do de matriz. HE, 200X.

Marcac¢io Imunoistoquimica

A técnica de Tissue microarray utilizada para a confeccdo das laminas para realizar a
imunoexpressao das proteinas de interesse nas células neoplasicas foi realizada com sucesso,
ou seja, sem nenhuma interferéncia técnica.

Conforme demonstra a tabela 2, foi possivel a identificacdo das proteinas RE, HER-2,
p63, CKS, Catepsina D e proteina S100A4, nos carcinomas simples € nos carcinomas
complexos. A imunoexpressao para RP foi negativa em todos os carcinomas (simples e
complexos), entretanto todas as amostras controle foram positivas para RP, demonstrando que

a técnica foi bem sucedida.
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Tabela 2: Tabela de Contingéncia — Teste qui-quadrado (x°) para diferenca de proporcdes.

Marcadores Categorias . Carcinoma Valor 5
Simples Complexo p X
RE 0 20 33 0,01975* 5,434
2 0 7 0,001341* 10,2857
3 1 5 0,08326 3,0
HER-2 0 17 35 0,0003823* 12,9348
2 4 6 1 0
3 0 4 0,001176%* 9,6457
P63** 0 14 34 0,0001052* 15,0417
2 2 9 0,01052* 6,5455
3 5 2 0,2850 1,1429
CK5 0 8 9 1 0
2 4 4 1 0
3 9 32 0,0001* 23,6098
Catepsina D 0 5 9 0,2568 1,2857
2 5 12 0,03959* 4,2353
3 11 24 0,004124* 8,2286
S100A4 0 16 35 0,0003645* 12,7059
1 5

10 0,1441 2,1333

*Diferencas estatisticas (p<0,05).
**Teste qui-quadrado para associagio entre os grupos e os marcadores (p=0,0263 e x*=9,2340)
Categorias: 0= negativo; 1= positivo +; 2= positivo + + e 3= positivo + + +.

Classificacao em Subtipos

Os 66 tumores de mama analisados foram divididos em subtipos distintos baseado nos
resultados da marcagdo imunoistoquimica conforme tabela 3. Para o subtipo Luminal A, 24
(36,36%) tumores (figura 4). Seis (9,09%) foram classificados em Luminal B (figura 5). Para
o subtipo Basal (figura 6), 25 tumores (37,88%) e oito (12,12%) foram classificados em
Super-expressao de HER-2 (figura 7). Trés tumores (4,54%) ficaram sem classificagdo
definida uma vez que ndo se encaixaram nos quatro subtipos propostos.

Para os marcadores catepsina D (figura 8) e proteina S100A4 (figura 9) foram
positivos em 52 (78,79%) e 15 (22,73%) tumores, respectivamente. A tabela 4 mostra a

imunoexpressao desses marcadores nos diferentes subtipos.
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Tabela 3: Teste qui-quadrado (x°) para diferenca de proporcdes

. . . Super-expressao Sem
Carcinoma Luminal A Luminal B Basal do HER-2 classificacio Total
Simples 6 1 9 3 2 21
Complexo 18 5 16 5 1 45
Valo P2 0,001496*  0,08326 0,08969 0,6171 - -
10,833 3,0 2,88 0,25 - -

*Diferencas estatisticas (p<0,05).

Tabela 4: Imunoexpressao da Catepsina D e proteina S100A4 nos diferentes subtipos de
carcinoma de mama em cadelas.

Marcadores Luminal A Luminal B Basal Super-expressao HER-2
Catepsina D 20 (83,33%) 6 (100%) 23 (92%) 8 (100%)
Proteina S100A4 5 (20,83%) 2 (33,33%) 7 (28%) 1 (12,5%)

Flgura 4. Carcmoma de mama em cadela classificado em Subtlpo Lummal A (RE +/ HER 2 -). 4OOX
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a, classificado em Sbtipo Luminal B (RE +/ HER-2 +.

Figura 6. Carcinoma de mama em cadela, classificado em Subtipo Basal ( RE -/ HER-2 -/ p63 ¢ /ou
CK5 +). 400X.
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Figura 7. Carcinoma de mama em cadela, classificado em Subtipo Super-expressdo do HER2 (RE -/
HER-2 +). 400X.
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Figura 8. Marcagdo citoplasmatica da Catepsina D em carcinoma de mama em cadela. 400X.
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Figura 9. Mca(;ao nuclear 01top1asmatlca da SlOOA4 em carcinoma de ama em cadela. 400X.
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DISCUSSAO

A escassez de estudos correlacionando a imunoexpressdo de proteinas com a
expressdo morfoldgica ¢ evidente na Medicina Veterinaria. O predominio de diagnostico de
carcinoma complexo comparado com o de carcinoma simples estd de acordo com a literatura
(HATAKA, 2004). A caracteriza¢ao imunoistoquimica da expressdo de proteinas ¢ de grande
auxilio para a avaliacdo do progndstico da neoplasia, pois evidencia células que nem sempre
sdo identificadas na histopatologia convencional.

Neoplasias com positividade para receptores de estrogeno sdo consideradas de bom
prognodstico na Medicina Humana, principalmente por sua resposta a terapia com
medicamentos anti-hormonais (SILVA et al., 2004). Em Medicina Veterinaria ainda ndo ha
um consenso a esse respeito (SILVA et al., 2004). Os resultados mostram que a positividade
para RE foi maior nos carcinomas complexos do que nos carcinomas simples, corroborando
com a literatura (DE LAS MULAS et al, 2004), o que pode sugerir que os carcinomas
complexos apresentam melhor progndstico do que o carcinoma simples.

Em Medicina Humana estima-se que cerca de uma em cada cinco pacientes com
cancer de mama metastatico ¢ HER-2 positiva e pesquisas recentes sugerem que essas
pacientes sdo as que, provavelmente, terdo uma forma mais agressiva de cancer de mama
(TSUDA, 2006). Em Medicina Veterinaria existem poucos estudos relacionando positividade
para HER-2 e neoplasia mamaria. Contudo, Dutra ef al. (2004) verificaram a positividade em
tumores de mama malignos de cadelas e afirmaram que essa imunoexpressio pode
caracterizar um importante papel na carcinogénese do tumor mamario, uma vez que em
humanos ja esta estabelecido que o gene c-erbB-2 (responsavel pela producdo da proteina
HER-2) relaciona-se com a iniciagdo do cancer de mama e tem sido utilizado como alvo de

terapia genética. No presente estudo ndo houve diferenca entre a positividade para os
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carcinomas simples e complexos, cuja expressdo foi de aproximadamente 20% para os dois
tipos de neoplasia.

A p63 ¢ util para caracterizar as células mioepiteliais da mama e assim tentar elucidar
a histogénese do tumor (BERTAGNOLLI, 2006), ja que ¢ considerado um possivel marcador
para as células de reserva (SIGNORETTI et al., 2000; RIBEIRO-SILVA et al., 2003). Os
resultados obtidos foram interessantes uma vez que em mais de 40% dos carcinomas simples
houve positividade para a p63, demonstrando uma populagdo de células mioepiteliais
neoplasicas nao vistas na histopatologia convencional, em laminas coradas pelo HE.

Nos carcinomas complexos houve positividade para CK5 em 90% dos casos, enquanto
que nos carcinomas simples, 80%. Os achados estdo de acordo com a literatura, que relata
positividade para células malignas com progndstico desfavoravel (ZUCCARI et al., 2004).

Assim como Gama et al. (2008), que utilizou pela primeira vez essa nova classificacao
dos tumores de mama da mulher nos carcinomas mamarios de cadelas, baseado nos resultados
dos marcadores pudemos classificar os tumores de mama de cadelas nos diferentes subtipos
descritos na literatura por Perou et al. (2000).

Encontramos diferenga estatistica no subtipo Luminal A, mais frequente associado
com os carcinomas complexos, corroborando com a literatura (GAMA et al., 2008), que nos
remete a um tumor menos agressivo, com chances de responder bem ao tratamento com
terapia hormonal.

Apesar de ndo ter diferenga significativa, a maioria dos tumores (37,88%) foi
classificada como Basal. Varios estudos tém demonstrado que os carcinomas da mama
humana subtipo basal apresentam caracteristicas moleculares, histoloégicas e de
comportamento tumoral que lhe conferem prognéstico desfavoravel (SILVA et al., 2008),

principalmente por ndo possuirem alvos terapéuticos conhecidos. Essa maior freqiiéncia do
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subtipo basal nos carcinomas de mama da cadela pode eleger esse animal como modelo
experimental para o subtipo basal em mulheres.

Matos et al. (2005) e Livasy et al. (2006) demonstraram que ¢ possivel reconhecer os
subtipos de carcinomas da mama através do fenotipo imunoistoquimico apenas com a
utilizagdo de dois anticorpos, RE e HER-2, que definem os subtipos principais: luminal
(RE+/HER-2-/+), o que super-expressa o HER-2 (RE-/HER-2+) e o basal (RE-/HER-2-),
embora a utilizagdo de marcadores basais/mioepiteliais permite uma caracterizacdo mais
completa do fendtipo basal. Em Medicina Veterinaria hd uma dependéncia do poder
aquisitivo dos proprietarios para o processamento das amostras. Por isso a utiliza¢do de
marcadores que possam dar informagdes mais completa € uma alternativa que pode agradar a
todos os proprietarios, além de melhorar o diagnoéstico, dar indicagdo do prognostico e da
terapia adequada a cada paciente.

A imunomarcagdo da Catepsina D foi bem caracteristica e intensa nas células
neoplésicas, principalmente nas células epiteliais. O papel desse marcador nido estda bem
definido, ainda ha estudos controversos em medicina humana (RAMIREZ-ORTEGA, et al.,
1997), entretanto os resultados observados no presente estudo nos faz inferir que essa
marcagdo deva ser considerada na predi¢do do prognostico desses tumores, uma vez que até
os émbolos neoplasicos observados dentro de vasos linfaticos foram fortemente positivos para
a Catepsina D.

A proteina S1I00A4 foi util para também caracterizar as células basais/mioepiteliais.
Apesar dos relatos na literatura citarem a utilizagdo desse marcador em cultivos celulares (LI
e BRESNICK, 2006), a indicagdo da Abcam (fabricante do anticorpo) também ¢é para se
utilizar esse anticorpo em imunoistoquimica, para predizer o potencial metastatico das células

a partir de sua motilidade. Ismail et al. (2008) concluiram que a diferenga na expressdo da
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proteina S100A4 sugere que ela pode ser util como um marcador independente do cancer de
mama pois em estagios avangados ela parece estar desregulada.

Nao se tem conhecimento na literatura especializada no assunto do uso desses dois
marcadores em tumores de mama de cadelas, do mesmo modo que os poucos relatos

encontrados sdo direcionados aos tecidos humanos.



Conclusco 52

CONCLUSAO

Estes resultados sugerem que, como na classificacdio de carcinomas de mama
humanos, existe a necessidade de re-avaliar a classificagdao atual destes tumores de cadelas,
com a possibilidade de que isso leve a tratamentos mais especificos com a descoberta de alvos
terapéuticos eficazes e esclarecimento dos prognosticos. Contudo, € necessario mais pesquisas
para dar consisténcia aos resultados da Catepsina D e da proteina S100A4 em tumores

mamarios de cadelas.
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Anexo 1 - Parecer do Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Botucatu.

A AN
&%  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA Ve ¥y fm vVZ - unesp

u nes " 4{LI0 DE MESQUITA FILHO"
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Campus de Botucalu

ATESTADO

Atestamos para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa
Imunoexpressido de receptores de Estrogeno e Progesterona, HER-2,
P63, CKS5, Catepsina D e proteina S100A4 em carcinoma espontineo
de mama de cadela”, Protocolo n® 233/2008-CEEA, Fernanda Carmello
Figueiroa aluna de Pos-graduagdo Fernanda Carmello Figueiroa, da
Faculdade de Medicina da UNESP, campus de Botucatu esta de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagio Animal e foi aprovado Ad

referendum pela Camara de Etica em Experimentagio Animal.

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, em 9 de dezembro de 2008.

. (NS r—
Prof. Ass. Dr. Luiz Henrique de Aradjo Machado
Presidente da CEEA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

HEGICIAA VETERRARLA Segdo Técnica Académica To0TIeNIA
Distrito de Rubido Jr., s/n — Botucatu/SP — 18618-000
& ffax: 14-3811-6105 — [ sta@fmvz.unesp.br — B www.fmvz.unesp.br
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Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

VANAN
7~ FMVZ-UNESP
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA — BOTUCATU

SERVICO DE PATOLOGIA VETERINARIA
CEP 18.618-970 — Cx Postal 585 — Botucatu - SP - Rubifo Jr. - FONE/ FAX (14) 38116293

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Informo que estou de acordo, consciente e perfeitamente esclarecido que sera
realizada coleta do tumor de mama da cadela: , 1dade: , peso: ,

raga: , pelagem: RG/FMVZ-Unesp-Botucatu:

, de minha propriedade, para a realizacdo de exame histopatologico e

imunoistoquimico para fins de pesquisa no Programa de Po6s-Graduagao em Patologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu e posteriormente os resultados serdo publicados em

revistas especializadas nesse assunto.

Proprietario (a):

RG: CPF:

Assinatura:

Botucatu, de de 20 .
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