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RESUMO

Tumor de mama € o cancer mais frequente em cadelas; ndo ha relagdo conhecida de
incidéncia com raca e sdo afetados principalmente animais senis e 0s ndo castrados antes do
primeiro cio. Devido as muitas semelhancas entre as caracteristicas clinicas e no processo
tumorigénico, cdes podem ser utilizados como um modelo para a avaliagéo de tumores de
mama humanos. Nesse sentido, existem alguns genes relacionados a pluripoténcia cuja acdo
é putativamente tumorigénica. A expressao de alguns desses genes— NOTCH3, MYC, TROP2
e a molécula de adesdo epitelial, EpCAM, e suas associacdes com os diferentes tipos
histologicos foi analisada pela técnica de RT-PCR convencional. O presente trabalho
mostrou que diferentes carcinomas mamarios caninos possuem expressdo desses genes que
sdo encontrados no cancer de mama humano, porém ndo foi possivel observar uma
correlacdo da expressdo desses genes com os tipos e subtipos de carcinomas encontrados nas

amostras caninas, sendo necessarios mais estudos.

Palavras-chave: cancer de mama, cadelas, genes de pluripoténcia, expressdo diferencial de

genes, marcador molecular.



1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cancer de mama

O céncer de mama é a neoplasia maligna mais comum em mulheres em todo o
mundo. O progndstico de pacientes com cancer da mama €, em geral, favoravel devido ao
diagnostico precoce e o tratamento mais completo. Contudo, entre 20% e 30% dos pacientes
desenvolvem metastases distantes, principalmente em o0ssos, figado, pulméo e cérebro; por
isso, complicacbes envolvendo esses 6rgdos e sistemas tém sido associadas com menor

sobrevivéncia de pacientes (Qi Wu et al.,2017).

Tumor de mama é o cancer mais frequente também em cadelas; ndo ha relacao
conhecida com raca e geralmente sdo afetados principalmente animais senis e 0s nao
castrados antes do primeiro cio. Caes podem ser utilizados como um modelo para a avaliacéo
de tumores de mama humanos, devido as muitas semelhancas entre as caracteristicas
clinicas, fisiopatoldgicas, epidemioldgicas e de desenvolvimento de tumores em caes e seres
humanos (Gudim et al.,2016). O tratamento para cancer de mama canino preconizado € a
mastectomia radical, possuindo quimioterapia adjuvante ndo alvo-dirigida, como é o caso
em humanos, para 0s quais existem protocolos e esquemas terapéuticos, incluindo farmacos

alvo-dirigidos.
1.2 Histopatologia

As glandulas mamarias possuem uma estrutura formada por l6bulos, separados por
uma fina estrutura de tecido conjuntivo, onde ductos ali presentes desembocam em canais
lactiferos, sendo estes revestidos por uma dupla camada de células cubicas ou cilindricas.
Os alvéolos sdo compostos por epitélios basal e luminal, sendo as células luminais
responsaveis pela sintese e excrecao de lipideos e proteinas de extrema importancia durante
a lactacdo e para obter a sustentacdo no tecido mamario. A constituicdo da glandula mamaria
canina é de extrema importancia para entender a histopatologia dos diferentes subtipos de

carcinomas mamarios caninos (Zuccari et al.,2002).

As metastases de carcinomas mamarios caninos, ocorrem principalmente pela via
linfatica, porém existem divergéncias sobre a direcdo e conexao da drenagem linfatica entre
as mamas, pois as modificacGes anatbmicas ndo permitem o estabelecimento da drenagem
para a posterior retirada (Sorenmo et al., 2011). A cadeia mamaria das cadelas é composta

por cinco pares de mamas divididas em ambos os lados, sendo utilizada a classificagéo:
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torécica cranial (M1), toracica caudal (M2), sendo de dificil remocao, abdominal cranial
(M3), quando acometida deve ser realizada a mastectomia radical da cadeia mamaria inteira,
abdominal caudal (M4) e inguinal (M5) (Lana et al., 2007).

Dentre os subtipos caninos, o carcinoma ductal invasivo (CDI) é o mais frequente,
perfazendo cerca de 80% desses casos.

De forma semelhante ao observado em humanos, os carcinomas encontrados em
cadelas, em sua maioria, possuem sua origem nos ductos e encontram-se localizados (in situ).
Os carcinomas caninos nao-infiltrantes ou in situ séo formados por nddulos bem delimitados
de tecido canceroso que ndo invadem a membrana basal dos ductos (Goldschmidt et
al.,2011). O carcinoma simples é o tipo mais presente de tumores mamarios na cadela, sendo
formado por apenas um tipo celular, células luminais ou mioepiteliais, apresentando uma
alta taxa de invasibilidade de tecidos proximais, de vasos sanguineos e vasos linfaticos. Esse
tipo tumoral pode ser subdividido em trés tipos: carcinoma tubulo-papilar, carcinoma sélido
e carcinoma anaplasico (Misdorp et al.,2008). O é carcinoma dito complexo é formado pelo
componente epitelial luminal e mioepitelial, onde as células epiteliais luminais se organizam
segundo um padrdo sélido enquanto que as células mioepiteliais se organizam em padrdo

reticulado, sendo a invasibilidade desse tipo tumoral baixa (Goldschmidt et al.,2011).

Embora a classificacdo anatomo-patoldgica seja claramente reconhecivel, sabe-se
que a nivel celular, existe uma grande heterogeneidade intra-tumoral (Vargo et al.,2007).
Contudo, pouco se sabe sobre o significado desta heterogeneidade, seus possiveis impactos
nas terapias ou mesmo sobre sua origem. A presenca de varias células indiferenciadas, cuja
origem histoldgica ndo pode ser facilmente reconhecida tem correlagdo com tipos tumorais
mais agressivos. A falta ou perda de comprometimento com uma linhagem celular parece

conferir maior potencial de crescimento as células daquele tumor (Goldschmidt et al.,2011).

10



Figura 1: Modelo esquemético das cadeias mamarias caninas. Adaptado de Rosemberg et
al., 2014.

1.3 Pluripoténcia no cancer

Com relagéo ao perfil genético observado no cancer de mama de humano e cadelas,
foi relatado que células iniciadoras de tumor (CITs), possuem a caracteristica de
pluripoténcia e maior capacidade de invasdo, pela expressdo de genes relacionados a
pluripoténcia (geralmente fatores de transcricdo, como C-MYC, NOTCH3, TROP2) e por
perda de moléculas de adesdo, EpCAM (Gooding et al.,2016).

O gene MYC é um dos Fatores de Yamanaka, pois em 2006 o grupo liderado por esse
pesquisador da Universidade de Kyoto (Japédo), isolou quatro genes essenciais para a
producdo de células pluripotentes (OCT4, SOX2, KLF4 e MYC) induzidas. Yamanka
demonstrou que a expressao exdgena desses quatro fatores de transcricdo era capaz de
conferir fenotipo desdiferenciado e pluripotente a um fibroblasto ja completamente
diferenciado de um individuo adulto (Takahashi et al.,2006; Takahashi et al.,2007).

1.3.1 EpCAM

A molécula de adesdo de células epiteliais (EpCAM) é uma glicoproteina de
membrana que é geralmente expressa na maioria dos carcinomas, incluindo o cancer de
mama. A adesdo celular é critica, pois afeta diversas fungdes, dentre elas migracéo,
proliferacdo, diferenciacdo e a inibicdo de contato célula-célula (Craig et al., 2011), sendo
este ultimo essencial na cicatrizacdo e organogénese, onde a perda dessa inibicdo pode
provocar invasdo e metastases (Takai et al., 2008). A possivel expressao “de novo” EpCAM
que imagina-se estar relacionada ao cancer, onde a alta expressdo esta sendo frequentemente
associada a diminuicdo da sobrevida em pacientes (Spizzo et al., 2002).

O gene de EpCAM se localiza no cromossomo 2, sendo este formado exclusivamente
por nove exons codificadores que geram um polipeptidio de 314 aminoacidos, possuindo um
grande dominio extracelular (N-terminal) de 242 aminoacidos que contém trés sitios de N-
glicosilacdo, um dominio transmembrana de Unica extensdo de 23 aminoacidos e um curto
dominio citoplasmatico de 26 aminoéacidos (C-terminal) (Zhang et al., 2017).

EpCAM, assim como outras proteinas transmembranares, sofre protedlise pelo
mecanismo conservado RIP (proteolise intramembranar regulada) (Stoyanova et al., 2012),
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onde a clivagem do dominio intracelular permite que este entre no ndcleo e regule genes
alvo, como o ¢c-MYC (Maetzel et al., 2009). A clivagem ocorre em seu dominio intracelular,
que pode ser entre Arg80 e Arg81, produzindo desta forma um produto de 6 kDa (Munz et
al., 2008). Cabe ressaltar que a maioria dos anticorpos monoclonais utilizados para
identificacdo de EpCAM em células cancerigenas possuem preferéncia para ligacdo neste
peptideo (Balzar et al., 2001).

Quando EpCAM é comparado com a E-caderina, este € uma molécula de adeséo
fraca, pois a ligacdo célula-célula estabelecida é apenas parcialmente interligada (Winter et
al., 2003). Em tecidos que apresentam a co-expressdo EpCAM — E-Caderina, hd uma reducao
da estabilidade da ades&o devido a interagdo de Epcam com o esqueleto celular por meio da
alfa-actinina, levando frequentemente a transformacdo tumoral (Winter et al., 2003), o0 que
ndo ocorreria se houvesse apenas a presenca da E-caderina, pois esta exibe funcdes de
inibicdo do crescimento e supressdo tumoral (Perrais et al., 2007). Além de modificar a
adesdo celular mediada pela E-Caderina, EpCAM esté envolvida na regulacao da integridade
do epitélio, pois afeta a funcéo e a composicao de juncdes ocludentes por meio de interacéo
com as Claudinas (Wu et al., 2013), (Lei et al., 2012). Nesse caso, aparentemente ha
formacgdo de um complexo com a Claudina 7 que é fundamental para funcionalidades
especificas do EpCAM, como proliferacdo celular, resisténcia a apoptose e maior potencial
tumorigénico (Nubel et al., 2009).

Em estudos com murinos, a alta expressdo de EpCAM levou a achados de invaséo e
metastase, sugerindo que este atua como um regulador negativo da adeséo celular (Gaiser et
al., 2012). In vitro a inducdo de EpCAM leva a regulacdo do fator de transcricédo c-MYC e
de proteinas do ciclo celular, Ciclina A e E (Minz et al., 2004 e 2005), por meio da via Wnt
que € ativada, além do feedback positivo realizado pelo EpCAM em sua expressdo (Maetzel
et al., 2009).

Células cancerigenas metastaticas sdo encontradas nos vasos sanguineos, sendo
denominadas células tumorais circulantes (CTC), e sdo caracterizadas por geralmente
expressarem esse marcador epitelial (Triantafillu et al.,, 2017). Evidéncias clinicas
confirmaram que essa molécula de adeséo esta envolvida na agressividade do cancer sendo
associada a um progndstico ruim; ademais diversas indicagdes sugerem que o EpCAM
desempenha um fator critico no desenvolvimento, progressao e metastase do tumor, de forma
que se encontra frequentemente sobre-expresso em pacientes que possuem resisténcia a

terapia contribuindo, dessa forma, para um mau progndstico (Zhang et al., 2017).
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1.3.2. TROP2

A proteina de membrana TROP2 foi identificada inicialmente como um marcador da
superficie celular de células trofoblasticas (Shvartsur et al.,2015), que possuem alta
capacidade de invasdo, pois auxiliam na implantacao e na formacdo de uma grande parte da
placenta. O antigeno de trofoblasto (TROP2) também é conhecido por TACSTD2 (transdutor
de sinal de célcio associado a tumor 2), M1S1 (marcador de membrana de superficie), EGP1

(glicoproteina epitelial) e GA733-1 (antigeno gastrointestinal) (Shvartsur et al., 2015).

Esse gene € membro da familia TACSTD, sendo esta composta por TROP2 e EpCAM,
onde estes possuem partes com alta identidade e similaridade. Acredita-se que a diferenca
na calda intracelular entre os dois membros da familia € o que diferencia as diferentes vias
de sinalizacdo, o que poderia explicar as diferencas de funcdes e a sua distribuicdo nos
diferentes tecidos. O gene TROP2 codifica uma proteina de 35-49 kDa, sendo esta composta
de um grande dominio extracelular, um dominio transmembrana e uma calda intracelular
curta (Linnenbach et al., 1989; Basu et al., 1995; Fornaro et al., 1995).

A proteina desse gene contém doze residuos de cisteina e quatro sitios de n-
glicosilacao (Linnenbach et al., 1989); no meio das regides ricas em cisteina encontram-se
dominios de tireoglobulina tipo 1 e um dominio putativo de crescimento epidérmico EGF
(Linnenbach et al., 1993; Novinec et al., 2006). A funcdo dessas repeti¢cdes de tireoglobulina
tipo 1 ndo esta completamente elucidada, mas acredita-se que através da repeticdo dessa
proteina nesse sitio, TROP2 possa ser ativado por fatores de crescimento (Lin et al., 2012).
A calda citoplasmatica de TROP2 contém um residuo de serina que pode ser fosforilado pela
proteina cinase C (PKC) (Basu et al., 1995), e ainda contem sequéncias de ligacdo para o
PIP e a presenca do dominio HIKE o que infere o papel desse gene na sinalizacdo do calcio
(Alberti, 1999).

TROP?2 é expresso em diversos tipos de tecido, desde a placenta até seio urogenital,
tabulos renais, pulmao, intestinos, dente, foliculos capilares, pele e cérebro (Tsujikawa et al.,
1999; Lu et al., 2005; McDougall et al., 2011; Trerotola et al., 2013). TROP2 se liga
diretamente a claudina 1 e 7, sendo necessaria para a localizagdo dessas jun¢des, ora atuando
como um transportador ora impedindo a degradacdo das mesmas pelo sistema ubiquitina-
proteossoma (Nakatsukasa et al., 2010). Para TROP2 ser ativado é necessario que ele sofra
proteolise. Proteolise Intramembranar Regulada (RIP) é um mecanismo pelo qual proteases

regulam a clivagem das proteinas ligadas a membrana (Lemberg, 2011), sendo este 0
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mecanismo pelo qual TROP2 é clivado em dois locais distintos (V188K e V286K), processo
mediado pela presenilina 1 e 2 no complexo y-secretase e pela enzima conversora de TNF-a.
(TACE) (Stoyanova et al., 2012) .

O resultado da clivagem é um dominio intracelular, que se dirige ao nucleo e pode
atuar como um fator de transcri¢do, e um dominio extracelular que quando sozinho, situagdo
experimental, promove proliferagdo, mas ndo auto renovacao (Stoyanova et al., 2012).

Acredita-se que TROP2 confere promocdo, progressdo tumoral e metastase, pois
observou que este esta hiperexpresso na maioria dos tumores colorretais (Ohmachi et al.,
2006), pancreético (Fong et al., 2008), carcinoma de células escamosas da laringe (Wu et al.,
2013), prostata (Trerotola et al., 2013), mamario (Lin et al., 2013 ), pulmonar, esofagico,
uterino, gliomas (Stepan et al., 2011), linfomas de células T (Chen et al., 2013 ) e canceres
de ovario (Bignotti et al., 2010).

Recentemente foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) o anticorpo
monoclonal Sacituzumab govitecan® (IMMU-132) da Immunomedics, que consiste em um
anticorpo humanizado anti-TROP2 conjugado ao farmaco irinotecano (inibidor de
topoisomerase 1), inicialmente desenvolvido para o tratamento de cancer de mama triplo
negativo, ou seja, aquele no qual estd ausente os marcadores: receptores de estrogénio,
receptor de progesterona e HER2.

1.3.3. MYC

O gene MYC codifica um fator de transcricdo, membro da familia MYC de proto-
oncogenes, que possui uma conformacdo tridimensional que inclui um dominio bHLH/LZ
(basic helix-loop-helix leucina zipper), podendo se ligar ao DNA por esse dominio. O gene
MYC se encontra localizado no cromossomo 8 e presume-se que seja responsavel pela
regulacdo da expressdo de genes por meio de ligacdes em sequéncia de E-boxes ou por
recrutamento de histona acetiltransferases, evidencias mostram que a traducdo do gene c-
MYC pode comegar com um cédon de iniciacdo, AUG (metionina), como com CUG
(leucina), resultando dessa forma na producéo de duas isoformas (Jiang et al., 2017).

Ja foi descrito que MYC coopera com PI3K (fosfatidil-inositol-3-quinase), que esta
ativado na proliferacdo celular desregulada, onde ambos estdo ativados. A expressao
conjunta de MYC e PI3K foi encontrada na transicao epitelial mesenquimal de epitélios

mamarios humano para fibroblastos in vitro (Zhu et al., 2008).

O gene MYC atua na expressdo do gene WNT, que, ao se ligar ao seu receptor
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intermembranar faz com que este atue sobre a proteina APC se ligando a 3-catenina. Esta,
por sua vez, se movimenta entdo ativamente para o nucleo e promove a transcrigdo para o
gene MYC, gerando um ciclo de regula¢do positiva (“feedback” positivo) (Polakis et
al.,2000).

A ativacdo indevida de MYC, contribui para o desenvolvimento de diversos tipos de
canceres, como linfomas Hodgkin, cancer de mama e cancer colorretal. A hiperexpresséo
desse gene promove a transicdo G1-S por meio do complexo ciclina/CDK, promovendo a
transcricdo de E2F, desencadeando consequentemente a proliferacdo celular (Beier R et
al.,2000). Acredita-se que o MYC também influencie outras vias, realizando a inibicdo da
transcricdo supressores tumorais (p21cipl, o p57kip2, o p15ink4db e o p16ink4) e atuando
conjuntamente com Ras de modo complementar e sinérgico, contribuindo assim para

processos oncogeénicos (Lutz et al.,2002).

1.3.4. NOTCH3

NOTCH3 é um gene de pluripoténcia que foi descoberto por causa de seu papel,
quando mutado, na arteriopatia cerebral autossémica dominante, com infartos subcorticais e

leucoencefalopatia (Cerebral Autosomal-Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts

and Leukoencephalopathy - CADASIL). Em outro estudo, porém, encontrou-se que, ao
contrario de outros membros da familia, NOTCH3 poderia também inibir a proliferacdo de

células epiteliais do cancer de mama (Chen et al.,2015).

O gene NOTCH3, também conhecido como CADASIL, situa-se no cromossomo 19,
possuindo 33 exons (Bianchi et al., 2006). Em Drosophilia, a interacdo com seus ligantes a
célula estabelece uma via de sinalizacéo intercelular que desempenha um papel essencial no
desenvolvimento neural. Este gene codifica ainda um receptor transmembrana single-pass
de 2.321 aminoacidos com um dominio extracelular, cinco dominios transmembranas,
incluindo seis residuos de cisteina, 3 repeticdes Notch/LIN-12 um dominio transmembrana

e um dominio intracelular (contendo sete repeti¢des anquirina) (Correia, 2011).

A familia NOTCH possui 4 receptores (NOTCH1-4) (Bellavia et al., 2008) em
mamiferos, que s&o do tipo proteinas de membrana, sendo todos semelhantes com diferencas
sutis em seus dominios citoplasmaticos e extracelulares. A cascata de sinalizacdo dessa

familia ndo s6 tem um papel importante na diferenciacdo celular, sobrevivéncia, auto
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renovacao e proliferacdo, mas também tem uma funcdo reguladora do ciclo celular. Em
especial, 0 aumento de NOTCH3 se faz necessario para inducdo da expressdo de p21 nas
células senescentes e a diminuicdo downregulation leva a um inicio tardio de senescéncia
celular, sugerindo que NOTCH3 esta fortemente correlacionado com a progressdo do ciclo
celular (Chen et al., 2015).

A expressdo NOTCH3 caracteriza células progenitoras auto renovaveis nas glandulas
mamarias e quando possui uma sinalizacdo constitutiva se tem a geracao de tumores (Choy
etal., 2016).

2. JUSTIFICATIVA

As diversas semelhancas clinicas e moleculares entre os tumores mamarios caninos
e cancer de mama humano tém sido estudadas nas Ultimas décadas.Patologicamente, as
semelhangas sdo muito marcantes, como: tumores espontaneos, origem hormonal, idade de
aparecimento e um curso idéntico da doenca, e existe ainda coincidéncia das caracteristicas
clinicas que impactam o desfecho da doenca nas cadelas e em humanos: tamanho tumoral,
invasdo linfonodal e a fase clinica. Também do ponto de vista molecular, os tumores
mamarios caninos parecem reproduzir o que ocorre no cancer de mama humano, sobretudo
com relacdo a hiperexpressdo de receptores esteroides, expressdo de genes de proliferacdo e
fator de crescimento epidérmico, mutacGes nos genes supressor da p53, metaloproteinases,
ciclooxigenase e diversos outros (Queiroga et al.,2011).

Cabe ainda ressaltar que a espécie canina representa modelo interessante, uma vez
gue um mesmo animal possui 10 mamas distintas distribuidas em duas cadeias, que séo
retiradas totalmente quando da suspeita de tumores. Isso permite que as mamas sejam
individualmente analisadas, algo interessante ja que elas podem apresentar caracteristicas
patoldgicas distintas, apesar da base genética comum.

Assim, esse estudo buscou correlacionar o tipo histologico de tumores de mama de
cadelas com a expressao de genes de pluripoténcia. Foi analisada a expressao dos genes c-
MYC, NOTCH3, TROP2 e EpCAM em 21 amostras de mama, coletadas no Hospital
Veterinario da Universidade de Brasilia.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo analisar a expressdo de genes relacionados a
pluripoténcia por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sua associacéo

com os diferentes tipos histoldgicos observados.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expressédo de genes MYC, NOTCH3, TROP2 e EpCAM em mama de
cadelas.

e Correlacionar os dados de expressdo com classificag¢do histopatologicos.

4. METODOLOGIA

4.1. Obtencao de amostras

Cadelas atendidas no Hospital Veterinario da UnB de 2012 a 2014 com suspeita de
cancer de mama foram doadoras de amostras, mediante consentimento de seus proprietarios,
tendo sido este projeto devidamente aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA),
sob o nimero UnBDoc 120812/2011. As amostras foram cirurgicamente removidas por
equipe de veterinarios envolvidos no projeto, liderados pela Profa Dra Ana Carolina Mortari,
da Faculdade de Agronomia e Veterinaria — FAV/UnB. Cada amostra foi dividida em duas
partes e onde uma foi imediatamente preservada em RNAlater, e a outra encaminhada ao
setor de patologia do hospital, onde foi realizada a analise anatomo-patoldgica. As amostras
cujos resultados dos laudos histopatolégicos ndo demonstraram a presenca de tecido maligno

foram utilizadas como controles do experimento.

4.2. Extracédo de RNA

Os tecidos criopreservados foram inicialmente submetidos & maceracdo sob
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resfriamento com nitrogénio liquido, sendo o material assim obtido dissolvido diretamente
em Trizol. A extracdo de RNA foi realizada com emprego de Trizol, cloroformio e
isopropanol, de acordo com as especificacdes do fabricante do Trizol. O RNA obtido foi
quantificado em espectrofotdbmetro a OD de 260nm, onde as amostras utilizadas para etapas
subsequentes apresentaram raz6es de OD260/ OD280 igual ou superior a 1,8 e integridade
aceitavel, conforme verificado pelo aparecimento de duas bandas bem definidas quando

submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,0%.

4.3. Sintese de cDNA

O cDNA foi obtido com kit High Capacity cDNA Synthesis (Applied Biosystems)
segundo especificacGes do fabricante. Em resumo, 2ug de RNA total foram adicionados a
solucéo de reacgéo, contendo tampéo, enzima, iniciadores randémicos e dNTPs. A reagéo foi
incubada a 25°C por 10 min e 37°C por 2h. O cDNA assim sintetizado foi mantido a -20°C

até seu uso.

Tabela 1: Mix dos reagentes utilizados na sintese de cDNA.

Reagentes Volume final

10 x RT Buffer 2ul
2x ANTP 0,8ul
10x Random Primer 2ul
RNAse Inibitor 1l
Retro - Transcriptase 1l
H20 MilliQ 4,2ul
Amostra 10ul

Total 20pl

4.4. Desenho de oligonucleotideos

Para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram desenhados
oligonucleotideos especificos para cada gene com o auxilio do software de livre acesso

Primer-Blast assim como os iniciadores para o gene controle endogéno gliceraldeido-3-
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fosfato  desidrogenase (GAPDH), disponivel na  pagina do NCBI
<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/>. Para o desenho, foram utilizadas as

sequéncias de Canis lupus familiaris.

Tabela 2: Sequéncia de primers selecionados com o auxilio do software de livre acesso

primer-blast.
Gene-alvo Sequéncia dos iniciadores Temperatura de Tamanho do
anelamento (°C) amplicon
GAPDH  D: ATGCAAGGCTGAGAACGGGAAACT 56 182
R: TCCACAACATACTCAGCACCAGCA
EpCAM  D: CTCTATGATCCCGACTGTG 55 218
R: ATGATGATCCAGTGAGTCCTC
NOTCH3 D:TTCTCTCTTATGACTGCGCCTG 58 200
R: CAGAATTGGCCTGTCCATTCAGGA
MYC-c D: CCCTACCCGCTGAATGACAG 53 268
R: TTCTTCCTCCGACTCGCTGC
TROP2 D: AAGGCGCGCCAGTGCAAG 60 242

R: AGGATGTGGTGGGTGCG

4.5. PCR convencional

A técnica de reacdo em cadeia da polimerase consiste em multiplicar um trecho
especifico do DNA até que a concentracdo da solucdo seja tdo alta que possa ser facilmente
visualizada por métodos simples e classicos de separacdo e identificacdo de substancias. As
multiplicagbes dos trechos especificos acontecem com auxilio de iniciadores
complementares a sequéncia desejada, DNA polimerases e variacdo de temperatura de
anelamento, que é especifica para cada iniciador.

A reagdo de PCR foi realizada com auxilio dos iniciadores mencionados acima,
dNTPs e de Tag polimerase, em termociclador da marca Applied Biosystems. As

temperaturas de anelamento foram ajustadas para cada par de iniciadores. Os produtos de
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PCR foram analisados em eletroforese em gel de agarose, e gravados digitalmente em
fotodocumentador. As amostras foram separadas de acordo com a intensidade observada na
eletroforese em gel de agarose, de forma que foram sinalizadas por um sistema de cruzes:

intensidade alta (+++), intensidade media (++), intensidade baixa (+) e ndo houve expressdo

().

Tabela 3: Lista de componentes para a reagdo em cadeia da polimerase.

Reagentes Volume utilizado por reacéo

Tampao 10X (200 mM Tris-HCI pH 8.4, 1,0uL
500 mM KCI MgCl2 50 mM)

dNTPs (10 mM) 1,0pL
Taq DNA Polimerase (5 U/ L) 0,25uL
Primer F/Primer R (10 mM) 2,0uL
H.0 MilliQ 3,750l
cDna 2,0uL
Total 10uL

5. RESULTADOS

Vinte e uma amostras de cancer de mama canino, proveniente de animais diferentes
foram testadas. A classificacdo histologica adotada em carcinomas mamarios caninos segue
0 método de classificacdo Elston e Ellis que é utilizada para seres humanos em carcinomas
de mama ductais invasivos e outros tumores infiltrantes, sendo esta metodologia baseada no
tipo celular e caracteristicas do nucleo (Karayannopoulou et al.,2005; Tavasoly et al.,2013).
No cancer mamario canino, os tipos mais observados sdo o carcinoma complexo, que possui
um componente epitelial maligno e um componente mioepitelial benigno, e o carcinoma
simples, que geralmente é o tipo de cancer mais agressivo, sendo majoritariamente de

composicdo epitelial. (Tavasoly et al.,2013; Goldschmidt et al.,2012). Nas amostras
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analisadas, além de carcinomas complexos, foram encontrados varios subtipos de
carcinomas simples, sendo um deles o carcinoma misto, que é 0 mais incomum, e que possuli
uma mistura de componentes epiteliais malignos e componentes mesenquimatosos benignos,
que podem ser cartilagem, tecido dsseo, tecido adiposo, ou mesmo combinagdes desses
tecidos, pois esse subtipo é caracterizado pela presenca de trés ou mais tipos celulares
apoiados em um estroma fibrovascular (Goldschmidt et al.,2012).

Apenas uma amostra era do subtipo adenoescamoso, que possui focos de células
neoplésicas que realizaram diferenciacdo escamosa, possuindo ainda fortes caracteristicas
malignas (Goldschmidt et al.,2012). O subtipo carcinoma tubular simples se fez muito
presente nas amostras. Esse subtipo de carcinoma simples é caracterizado por proliferagdes
epiteliais exacerbadas e forte tendéncia infiltrativa em tecidos adjacentes (Goldschmidt et
al.,2012).

Em todas as amostras foram analisadas a expressdo dos genes de pluripoténcia
NOTCH3 e c-MYC, da molécula de adesdo epitelial, EpCAM, e do transdutor de calcio,
TROP2. Os tumores foram separados de acordo com a histopatologia obtida no diagnostico,
em seis tipos de tumores distintos: Carcinoma simples tubulopapilifero (n= 1), Carcinoma
adenoescamoso (n= 1), Carcinoma complexo (n=7), Carcinoma em tumor misto (n=3),
Carcinoma simples tubular (n = 5) , além de hiperplasia ndo maligna (n=3), utilizadas como
controles. Esses controles forma obtidos de amostras de cadelas que foram submetidas a
mastectomia, mas cujos os laudos foram negativos para carcinoma. O gene GAPDH foi
utilizado como controle, sendo amplificado em todas as amostras. As amostras foram
classificadas de acordo com o laudo histopatoldgico e a intensidade de expressao de cada
gene encontrada nos respectivos tumores sendo classificada em intensa, média, baixa ou
ausente.

Nas amostras controle, observou-se auséncia de expressdo de c-MYC, sugerindo que
Sua expressao € inexistente nessas amostras. Com relacéo as amostras tumorais, c-MYC foi
encontrado expresso na maioria (88%) das amostras tumorais. A sua expressdo estava
elevada em carcinomas complexos em quantidades elevadas (n=3), dentre os quais em
apenas um c-MYC ndo pode ser detectado. Nas amostras de carcinoma simples tubular, a
expressdo de c-MYC foi semelhante ao carcinoma complexo, sendo elevada (n=3). Em
carcinomas mistos, a expressdo de c-MYC foi detectada em niveis distintos, nas 3 amostras
disponiveis.

EpCAM ndo pode ser detectado em nenhuma das amostras controle, enquanto que

sua expressao pode ser detectada em 83%( n=15) das amostras de carcinoma, principalmente
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nas amostras de carcinoma complexo e de carcinoma simples tubular. No grupo de
carcinoma complexo (n=7), a expressdo de EpCAM foi encontrada baixa (n=1), moderada
(n=3), ou alta (n=1), o que representou a grande maioria das amostras. No grupo do
carcinoma simples tubular (n= 5), a expressdo de EpCAM foi encontrada em todas as
amostras, sendo baixa (n=3) ou alta (n=2).

Com relacdo a expressdo de NOTCHS3, ela foi baixa (n=2) ou ausente (n=1) nas
amostras controle. Por outro lado, a expressdo de NOTCH3 foi detectada em 100% (n=18)
das amostras tumorais. A presenca de NOTCH3 foi observada elevada em carcinomas
complexos, onde das sete amostras desse tipo histolégico, uma apresentou expressao
elevada, e 4 amostras, moderada. No carcinoma misto, foi observada uma expresséo
aumentada de NOTCH3, sendo uma elevada em uma amostra e moderada em outras duas.
Com relacdo a expressdo deste gene em carcinomas simples tubulares, ndo foi possivel
qualquer correlacdo da expressao com o tipo histologico, uma vez que foram encontradas
expressoes baixas (n=2), moderada (n=1) e altas (n=2).

A expressdo de TROP2 foi encontrada como moderada nas amostras controle. Com
relacdo a expressdo do gene TROP2, as maiores diferencas em relacdo ao controle foram
encontradas no grupo de carcinoma complexo (n=7), onde a expressao nao foi observada em
3 amostras, ou estava baixa (n=2). Apenas em duas amostras, os niveis de TROP2 parecem
ter sido similares aos das amostras controle, sendo esta uma expressdo moderada. A presenca
de TROP2 com maior intensidade foi encontrada nas amostras de carcinoma simples
tubulopapilifero, adenoescamoso e misto, sendo esses todos carcinomas de maior carater

maligno.
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Tabela 4: Expressdo encontrada dos genes nas amostras caninas. Intensidade alta (+++),

intensidade media (++), intensidade baixa (+) e ndo houve expresséo (-).

Amostras Diagnostico c-MYC NOTCH3 EpCAM TROP2 GAPDH
Histopatolodgico
CD17 Carcinoma simples +++ + + +++ ++
tubulopapilifero
CDO08 Carcinoma - +++ + +++ -+
adenoescamoso
CD04 Carcinoma complexo - + - ++ -+
CD14 Carcinoma complexo ++ ++ + + ++
CD15 Carcinoma complexo +++ ++ - - +
CD19 Carcinoma complexo +++ ++ ++ - ++
CD22 Carcinoma complexo +++ +++ +++ - ++
CD29 Carcinoma complexo ++ + ++ + ++
CD30 Carcinoma complexo ++ ++ ++ ++ ++
CDO07 Carcinoma em tumor - ++ - + ++
misto
CD20 Carcinoma em tumor +++ ++ + 44 ++
misto
CD26 Carcinoma em tumor ++ +++ + - -+
misto
CD18 Carcinoma simples +++ + + + +
tubular
CD23 Carcinoma simples +++ +++ +++ + ++
tubular
CD24 Carcinoma simples ++ + + - -+
tubular
CD25 Carcinoma simples ++ ++ + - ++
tubular
CD28 Carcinoma simples +++ +++ +++ ++ ++
tubular
CD27 Carcinoma ++ ++ + + ++
tubulopapilifero
CD01 Controle hiperplasia - + - ++ ++
CD02 Controle hiperplasia - + - ++ 4+
CDO03 Controle hiperplasia - - - ++ ++
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GAPDH NOTCH3 c-MYC EpCAM TROP2

CDh27

CD28

CD29
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Figura 2: Produtos de PCR das amostras caninas CD27, CD28, CD29 e CD30 com seus

respectivos controles negativos.

6. DISCUSSAO

A analise molecular dos tumores, tanto de cadelas, quanto humanos, podera
identificar genes que, quando expressos podem tanto ser alvos de drogas, quanto servir como
marcadores prognosticos. Nesse sentido, aqui escolheu-se analisar genes de pluripoténcia
que parecem manter o carater indiferenciado (e portanto, mais agressivo) dos tumores.
Foram utilizadas 21 amostras, sendo 3 controles com hiperplasia benigna, e 18 amostras de
carcinoma mamario. Em todas elas, foi analisada a expressdo dos genes c-MYC, NOTCH3
EpCAM e TROP2.

Embora os genes aqui estudados sejam constitutivamente expressos nos tecidos, é
possivel que a falta de deteccdo do RNA mensageiro de ambos os genes indique que eles
estdo sendo expressos em niveis baixos, onde mesmo dessa forma no caso de c-MYC, a
proliferacdo celular controlada continue ocorrendo. A auséncia de EpCAM nos controles
pode ser justificada pela possivel baixa quantidade de células epiteliais presentes na amostra,
pois como um marcador de células epiteliais, este deveria ser detectavel nos tecidos, como
no caso das mamas. No entanto, deve-se considerar duas varidveis que interferem
diretamente na analise em questdo: primeiro na mama, engquanto 6rgao tridimensional,

encontram-se mais células adiposas que células epiteliais, portanto, a falta de deteccédo
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de EpCAM nos controles pode simplesmente significar que havia um nimero normal, e
relativamente pequeno de células epiteliais ali presentes; segundo deve-se ressaltar que a
PCR convencional ndo € o método mais sensivel de deteccéo e, portanto, pode néo ser capaz
de identificar quantidades pequenas de mRNA do gene alvo.

A expressdo dos genes de pluripoténcia em conjunto em uma mesma amostra
concorda com alguns estudos em canceres humanos que mostram a expressao “de novo”
dos genes EpCAM e NOTCH3, normalmente expressos em maior quantidade na fase
embrionaria, aumenta a expressao do oncogene c-MYC (Munz et al.,2004; Choy et al.,2017).
Os resultados aqui obtidos estdo de acordo com os trabalhos citados, ou seja c-MYC sendo
estimulado por NOTCH3 e EpCAM, sendo possivel observar a expressdo desses trés genes
juntos em uma mesma amostra, como foi o caso em algumas amostras de carcinoma simples
tubular e em carcinomas complexos, contudo ndo se pode afirmar que esses trés genes estao
agindo de forma conjunta na progressdo do tumor mamario canino da mesma forma ao
encontrado no humano.

A proteina transmembrana TROP2 pode ser ativada por anticorpos que medeiam a
reticulacdo das células que o reconhecem, podendo ser ativados internamente, e por autolise
intramembranar regulada. A proteina de TROP2, apds clivagem, se localiza na superficie
celular e a outra parte se encontra no citoplasma. Alguns estudos mostram que as porgdes
clivadas de TROP2 possuem uma significancia diferente na progressao de carcinomas. A
porcdo localizada na membrana foi associada como determinantes na agressividade de
carcinomas mamarios e seus subtipos onde a sua presenca leva a um prognostico
desfavoravel, ja a parte intramembranar acredita-se que possua um impacto mais positivo
tanto na sobrevida como na recorréncia tumoral, pois como possuem quatro sitios de N-
glicosilacdo essas podem acontecer no citoplasma e torna-lo ativo novamente (Lin H et al,.
2012; Trerotola et al.,2013; Guerra et al.,2013). Nas amostras caninas utilizadas ndo foi
possivel realizar a diferenciacdo do local onde se encontram, dado que foi utilizado o RNA
obtido da maceracdo da amostra para a sintese do DNA complementar, porém é possivel
observar que a presenca de TROP2 é intensa em carcinoma simples tubulopapilifero,
carcinoma adenoescamoso e carcinoma misto, todos eles possuem carater maligno,
possuindo alta taxa de invasibilidade de tecidos proximais, de vasos sanguineos e vasos
linfaticos.

MYC foi observado em carcinomas simples de forma moderada a intensa, porém
também esta sendo expresso em carcinomas complexos da mesma maneira, deixando o

questionamento se a sua expressao nesse subtipo de tumor anteriormente denominado com
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caracteristicas benignas possa conferir a esse tipo histolégico uma caracteristica mais
agressiva, infiltrativa e metastéatica (Jiang et al., 2017).

Presenca de EpCAM em tumores é considerado como um prognostico ruim para a
sobrevida do paciente, de modo que a sua presenca mostra o tipo celular que o originou,
sendo os carcinomas metastaticos podem possuir uma quantidade considerdvel desse
marcador epitelial (Zhang et al., 2017). Amostras de diferentes tipos histopatoldgico o
expressa, mostrando a origem tumoral dos mesmos e o grau de invasividade que poderiam
possuir. EpCAM estd comumente expresso em carcinomas mamarios humanos, acreditando-
se que a sua presenca desempenha proliferacdo celular acelerada, inibicdo de adesdo célula-
celula, migracgdo e diferenciacdo (Gao et al., 2015). Entretanto a expressdo de EpCAM néo
foi observada em todas as amostras caninas sendo necessario uma amostragem maior para

observar o padrao de expressdo nos diferentes tipos de carcinomas caninos.

7. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que diferentes carcinomas mamarios caninos possuem a
expressdo de genes relacionados com a pluripoténcia que sdo encontrados no cancer de
mama humano. No entanto, ndo foi possivel observar uma correlacdo da expressdo desses
genes com os tipos e subtipos de carcinomas encontrados nas amostras caninas, sendo entao

necessarios mais estudos para elucidar essa questéo.
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9. ANEXOS

9.1. Figura 3. Imagens de todas as amplificaces observadas nos genes analisados.
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