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RESUMO 

Tumor de mama é o câncer mais frequente em cadelas; não há relação conhecida de 

incidência com raça e são afetados principalmente animais senis e os não castrados antes do 

primeiro cio. Devido às muitas semelhanças entre as características clínicas e no processo 

tumorigênico, cães podem ser utilizados como um modelo para a avaliação de tumores de 

mama humanos. Nesse sentido, existem alguns genes relacionados à pluripotência cuja ação 

é putativamente tumorigênica. A expressão de alguns desses genes– NOTCH3, MYC, TROP2 

e a molécula de adesão epitelial, EpCAM, e suas associações com os diferentes tipos 

histológicos foi analisada pela técnica de RT-PCR convencional. O presente trabalho 

mostrou que diferentes carcinomas mamários caninos possuem expressão desses genes que 

são encontrados no câncer de mama humano, porém não foi possível observar uma 

correlação da expressão desses genes com os tipos e subtipos de carcinomas encontrados nas 

amostras caninas, sendo necessários mais estudos. 

 

 

 

Palavras-chave: câncer de mama, cadelas, genes de pluripotência, expressão diferencial de 

genes, marcador molecular. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Epidemiologia do câncer de mama 

O câncer de mama é a neoplasia maligna mais comum em mulheres em todo o 

mundo. O prognóstico de pacientes com câncer da mama é, em geral, favorável devido ao 

diagnóstico precoce e o tratamento mais completo. Contudo, entre 20% e 30% dos pacientes 

desenvolvem metástases distantes, principalmente em ossos, fígado, pulmão e cérebro; por 

isso, complicações envolvendo esses órgãos e sistemas têm sido associadas com menor 

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

Tumor de mama é o câncer mais frequente também em cadelas; não há relação 

conhecida com raça e geralmente são afetados principalmente animais senis e os não 

castrados antes do primeiro cio. Cães podem ser utilizados como um modelo para a avaliação 

de tumores de mama humanos, devido às muitas semelhanças entre as características 

clínicas, fisiopatológicas, epidemiológicas e de desenvolvimento de tumores em cães e seres 

humanos (Gudim et al.,2016). O tratamento para câncer de mama canino preconizado é a 

mastectomia radical, possuindo quimioterapia adjuvante não alvo-dirigida, como é o caso 

em humanos, para os quais existem protocolos e esquemas terapêuticos, incluindo fármacos 

alvo-dirigidos.  

1.2 Histopatologia 

As glândulas mamárias possuem uma estrutura formada por lóbulos, separados por 

uma fina estrutura de tecido conjuntivo, onde ductos ali presentes desembocam em canais 

lactíferos, sendo estes revestidos por uma dupla camada de células cúbicas ou cilíndricas.  

Os alvéolos são compostos por epitélios basal e luminal, sendo as células luminais 

responsáveis pela síntese e excreção de lipídeos e proteínas de extrema importância durante 

a lactação e para obter a sustentação no tecido mamário. A constituição da glândula mamária 

canina é de extrema importância para entender a histopatologia dos diferentes subtipos de 

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

As metástases de carcinomas mamários caninos, ocorrem principalmente pela via 

linfática, porém existem divergências sobre a direção e conexão da drenagem linfática entre 

as mamas, pois as modificações anatômicas não permitem o estabelecimento da drenagem 

para a posterior retirada (Sorenmo et al., 2011). A cadeia mamária das cadelas é composta 

por cinco pares de mamas divididas em ambos os lados, sendo utilizada a classificação: 
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torácica cranial (M1), torácica caudal (M2), sendo de difícil remoção, 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 não-infiltrantes ou in situ são formados por nódulos bem delimitados 

de tecido canceroso que não invadem a membrana basal dos ductos (Goldschmidt et 

al.,2011).  O carcinoma simples é o tipo mais presente de tumores mamários na cadela, sendo 

formado por apenas um tipo celular, células luminais ou mioepiteliais, apresentando uma 

alta taxa de invasibilidade de tecidos proximais, de vasos sanguíneos e vasos linfáticos. Esse 

tipo tumoral pode ser subdividido em três tipos: carcinoma túbulo-papilar, carcinoma sólido 

e carcinoma anaplásico (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 padrão sólido enquanto que as células mioepiteliais se organizam em padrão 

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

Embora a classificação anatomo-patológica seja claramente reconhecível, sabe-se 

que a nível celular, existe uma grande heterogeneidade intra-tumoral (Vargo et al.,2007). 

Contudo, pouco se sabe sobre o significado desta heterogeneidade, seus possíveis impactos 

nas terapias ou mesmo sobre sua origem. A presença de várias células indiferenciadas, cuja 

origem histológica não pode ser facilmente reconhecida tem correlação com tipos tumorais 

mais agressivos. A falta ou perda de comprometimento com uma linhagem celular parece 

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

 



11 

 

Figura 1: Modelo esquemático das cadeias mamarias caninas. Adaptado de Rosemberg et 

al., 2014. 

 

1.3 Pluripotência no câncer 

Com relação ao perfil genético observado no câncer de mama de humano e cadelas, 

foi relatado que células iniciadoras de tumor (CITs), possuem a característica de 

pluripotência e maior capacidade de invasão, pela expressão de genes relacionados à 

pluripotência (geralmente fatores de transcrição, como C-MYC, NOTCH3, TROP2) e por 

perda de moléculas de adesão, 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 (Japão), isolou quatro genes essenciais para a 

produção de células pluripotentes (OCT4, SOX2, KLF4 e MYC) induzidas. Yamanka 

demonstrou que a expressão exógena desses quatro fatores de transcrição era capaz de 

conferir fenótipo desdiferenciado e pluripotente a um fibroblasto já completamente 

diferenciado de um indivíduo adulto (Takahashi et al.,2006; Takahashi et al.,2007). 

 

1.3.1 EpCAM 

A molécula de adesão de células epiteliais (EpCAM) é uma glicoproteína de 

membrana que é geralmente expressa na maioria dos carcinomas, incluindo o câncer de 

mama. A adesão celular é crítica, pois afeta diversas funções, dentre elas migração, 

proliferação, diferenciação e a inibição de contato célula-célula (Craig et al., 2011), sendo 

este último essencial na cicatrização e organogênese, onde a perda dessa inibição pode 

provocar invasão e metástases (Takai et al., 2008). A possível expressão “de novo” EpCAM  

que imagina-se estar relacionada ao câncer, onde a alta expressão está sendo frequentemente 

associada a diminuição 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 polipeptídio de 314 aminoácidos, possuindo um 

grande domínio extracelular (N-terminal) de 242 aminoácidos que contém três sítios de N-

glicosilação, um domínio transmembrana de única extensão de 23 aminoácidos e um curto 

domínio citoplasmático de 26 aminoácidos (C-terminal) (Zhang et al., 2017).  

EpCAM, assim como outras proteínas transmembranares, sofre proteólise pelo 

mecanismo conservado RIP (proteólise intramembranar regulada) (Stoyanova et al., 2012), 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gooding%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28680830


12 

 

onde a clivagem do domínio intracelular permite que este entre no núcleo e regule genes 

alvo, como o c-MYC (Maetzel et al., 2009). A clivagem ocorre em seu domínio 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 

identificação de EpCAM em células cancerígenas possuem preferência para ligação neste 

peptídeo (Balzar et al., 2001).  

Quando EpCAM é comparado com a E-caderina, este é uma molécula de adesão 

fraca, pois a ligação célula-célula estabelecida é apenas parcialmente interligada (Winter et 

al., 2003). Em tecidos que apresentam a co-expressão EpCAM – E-Caderina, há uma redução 

da estabilidade da adesão devido a interação de Epcam com o esqueleto celular por meio da 

alfa-actinina, levando frequentemente a transformação tumoral (Winter et al., 2003), o que 

não ocorreria se houvesse apenas a presença da E-caderina, pois esta exibe funções de 

inibição do crescimento e supressão tumoral (Perrais et al., 2007). Além de modificar a 

adesão celular mediada pela E-Caderina, EpCAM está envolvida na regulação da integridade 

do epitélio, pois afeta a função e a composição de junções ocludentes por meio de interação 

com as Claudinas (Wu et al., 2013), (Lei et al., 2012). Nesse caso, aparentemente há 

formação de um complexo com a Claudina 7 que é fundamental para funcionalidades 

específicas do EpCAM, como proliferação celular, resistência a apoptose e maior potencial 

tumorigênico (Nübel et al., 2009).   

Em estudos com murinos, a alta expressão de EpCAM levou a achados de invasão e 

metástase, sugerindo que este atua como um regulador negativo da adesão celular (Gaiser et 

al., 2012). In vitro a indução de EpCAM leva a regulação do fator de transcrição c-MYC e 

de proteínas do ciclo celular, Ciclina A e E (Münz et al., 2004 e 2005), por meio da via Wnt 

que é ativada, além do feedback positivo realizado pelo EpCAM em sua expressão (Maetzel 

et al., 2009).  

Células cancerígenas metastáticas são encontradas nos vasos sanguíneos, sendo 

denominadas células tumorais circulantes (CTC), e são caracterizadas por geralmente 

expressarem esse marcador epitelial (Triantafillu et al., 2017). Evidências clínicas 

confirmaram que essa molécula de adesão está envolvida na agressividade do câncer sendo 

associada a um prognóstico ruim; ademais diversas indicações sugerem que o EpCAM 

desempenha um fator crítico no desenvolvimento, progressão e metástase do tumor, de forma 

que se encontra frequentemente sobre-expresso em pacientes que possuem resistência a 

terapia contribuindo, dessa forma, para um mau prognóstico (Zhang et al., 2017). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Triantafillu%20UL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28197635
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1.3.2. TROP2 

A proteína de membrana TROP2 foi identificada inicialmente como um marcador da 

superfície celular de células trofoblásticas (Shvartsur et al.,2015), que possuem alta 

capacidade de invasão, pois auxiliam na implantação e na formação de uma grande parte da 

placenta. O antígeno de trofoblasto (TROP2) também é conhecido por TACSTD2 (transdutor 

de sinal de cálcio associado a tumor 2), M1S1 (marcador de membrana de superficie), EGP1 

(glicoproteína epitelial) e GA733-1 (antígeno gastrointestinal) (Shvartsur et al., 2015).  

Esse gene é membro da família TACSTD, sendo esta composta por TROP2 e EpCAM, 

onde estes possuem partes com alta identidade e similaridade. Acredita-se que a diferença 

na calda intracelular entre os dois membros da família é o que diferencia as diferentes vias 

de sinalização, o que poderia explicar as diferenças de funções e a sua distribuição nos 

diferentes tecidos. O gene TROP2 codifica uma proteína de 35-49 kDa, sendo esta composta 

de um grande domínio extracelular, um domínio transmembrana e uma calda intracelular 

curta (Linnenbach et al., 1989; Basu et al., 1995; Fornaro et al., 1995).  

A proteína desse gene contém doze resíduos de cisteína e quatro sítios de n-

glicosilação (Linnenbach et al., 1989); no meio das regiões ricas em cisteína encontram-se 

domínios de tireoglobulina tipo 1 e um domínio putativo de crescimento epidérmico EGF 

(Linnenbach et al., 1993; Novinec et al., 2006).  A função dessas repetições de tireoglobulina 

tipo 1 não está completamente elucidada, mas acredita-se que através da repetição dessa 

proteína nesse sítio, TROP2 possa ser ativado por fatores de crescimento (Lin et al., 2012). 

A calda citoplasmática de TROP2 contém um resíduo de serina que pode ser fosforilado pela 

proteína cinase C (PKC) (Basu et al., 1995), e ainda contem sequências de ligação para o 

PIP e a presença do domínio HIKE o que infere o papel desse gene na sinalização do cálcio 

(Alberti, 1999).  

TROP2 é expresso em diversos tipos de tecido, desde a placenta até seio urogenital, 

túbulos renais, pulmão, intestinos, dente, folículos 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 necessária para a localização dessas junções, ora atuando 

como um transportador ora impedindo a degradação das mesmas pelo sistema ubiquitina-

proteossoma (Nakatsukasa et al., 2010). Para TROP2 ser ativado é necessário que ele sofra 

proteólise. Proteólise Intramembranar Regulada (RIP) é um mecanismo pelo qual proteases 

regulam a clivagem das proteínas ligadas a membrana (Lemberg, 2011), sendo este o 
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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 γ-secretase e pela enzima conversora de TNF-α 

(TACE) (Stoyanova et al., 2012) .  

O resultado da clivagem é um domínio intracelular, que se dirige ao núcleo e pode 

atuar como um fator de transcrição, e um domínio extracelular que quando sozinho, situação 

experimental, promove proliferação, mas não auto renovação (Stoyanova et al., 2012).  

Acredita-se que TROP2 confere promoção, progressão tumoral e metástase, pois 

observou que este está hiperexpresso na maioria dos tumores colorretais (Ohmachi et al., 

2006), pancreático (Fong et al., 2008), carcinoma de células escamosas da laringe (Wu et al., 

2013), próstata (Trerotola et al., 2013), mamário (Lin et al., 2013 ), pulmonar, esofágico,  

uterino, gliomas (Stepan et al., 2011), linfomas de células T (Chen et al., 2013 )  e cânceres 

de ovário (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 fármaco irinotecano (inibidor de 

topoisomerase I), inicialmente desenvolvido para o tratamento de câncer de mama triplo 

negativo, ou seja, aquele no qual está ausente os marcadores: receptores de estrogênio, 

receptor de progesterona e HER2. 

 

1.3.3. MYC 

O gene MYC codifica um fator de transcrição, membro da família MYC de proto-

oncogenes, que possui uma conformação tridimensional que inclui um domínio bHLH/LZ 

(basic helix-loop-helix leucina zipper), podendo se ligar ao DNA por esse domínio. O gene 

MYC se encontra localizado no cromossomo 8 e presume-se que seja responsável pela 

regulação da expressão de genes por meio de ligações em sequência de E-boxes ou por 

recrutamento de histona acetiltransferases, evidencias mostram que a tradução do gene c-

MYC pode começar com um códon de iniciação, AUG (metionina), como com CUG 

(leucina), resultando dessa forma na produção de duas isoformas (Jiang et al., 2017). 

Já foi descrito que MYC coopera com PI3K (fosfatidil-inositol-3-quinase), que está 

ativado na proliferação celular desregulada, onde ambos estão ativados. A expressão 

conjunta de MYC e PI3K foi encontrada na transição epitelial mesenquimal de epitélios 

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

O gene MYC atua na expressão do gene WNT, que, ao se ligar ao seu receptor 
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intermembranar faz com que este atue sobre a proteína APC se ligando à β-catenina. Esta, 

por sua vez, se movimenta então ativamente para o núcleo e promove a transcrição para o 

gene MYC, gerando um ciclo de regulação positiva (“feedback” positivo) (Polakis et 

al.,2000). 

A ativação indevida de MYC, contribui para o desenvolvimento de diversos tipos de 

cânceres, como linfomas Hodgkin, câncer de mama e câncer colorretal. A hiperexpressão 

desse gene promove a transição G1-S por meio do complexo ciclina/CDK, promovendo a 

transcrição de E2F, desencadeando consequentemente a proliferação celular (Beier R et 

al.,2000). Acredita-se que o MYC também influencie outras vias, realizando a inibição da 

transcrição supressores tumorais (p21cip1, o p57kip2, o p15ink4b e o p16ink4) e atuando 

conjuntamente com Ras de modo complementar e sinérgico, contribuindo assim para 

processos oncogênicos (Lutz et al.,2002). 

 

1.3.4.  NOTCH3 

NOTCH3 é um gene de pluripotência que foi descoberto por causa de seu papel, 

quando mutado, na arteriopatia cerebral autossômica dominante, com infartos subcorticais e 

leucoencefalopatia (Cerebral Autosomal-Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts 

and Leukoencephalopathy - CADASIL). Em outro estudo, porém, encontrou-se que, ao 

contrário de outros membros da família, NOTCH3 poderia também inibir a proliferação de 

células epiteliais do câncer 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 interação com seus ligantes a 

célula estabelece uma via de sinalização intercelular que desempenha um papel essencial no 

desenvolvimento neural. Este gene codifica ainda um receptor transmembrana single-pass 

de 2.321 aminoácidos com um domínio extracelular, cinco domínios transmembranas, 

incluindo seis resíduos de cisteína, 3 repetições Notch/LIN-12 um domínio transmembrana 

e um domínio intracelular (contendo sete repetições anquirina) (Correia, 2011). 

A família NOTCH possui 4 receptores (NOTCH1-4) (Bellavia et al., 2008) em 

mamíferos, que são do tipo proteínas de membrana, sendo todos semelhantes com diferenças 

sutis em seus domínios citoplasmáticos e extracelulares. A cascata de sinalização dessa 

família não só tem um papel importante na diferenciação celular, sobrevivência, auto 
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renovação e proliferação, mas também tem uma função reguladora do ciclo celular. Em 

especial, o aumento de NOTCH3 se faz necessário para indução da expressão de p21 nas 

células senescentes e a diminuição downregulation leva a um início tardio de senescência 

celular, sugerindo que NOTCH3 está fortemente correlacionado com a progressão do ciclo 

celular (Chen et al., 2015). 

A expressão NOTCH3 caracteriza células progenitoras auto renováveis nas glândulas 

mamárias e quando possui uma sinalização constitutiva se tem a geração de tumores (Choy 

et al., 2016). 

 

2.   JUSTIFICATIVA 

 

 As diversas semelhanças clínicas e moleculares entre os tumores mamários caninos 

e câncer de mama humano têm sido estudadas nas últimas décadas.Patologicamente, as 

semelhanças são muito marcantes, como: tumores espontâneos, origem hormonal, idade de 

aparecimento e um curso idêntico da doença, e existe ainda coincidência das características 

clínicas que impactam o desfecho da doença nas cadelas e em humanos: tamanho tumoral, 

invasão linfonodal e a fase clínica.  Também do ponto de vista molecular, os tumores 

mamários caninos parecem reproduzir o que ocorre no câncer de mama humano, sobretudo 

com relação à hiperexpressão de receptores esteróides, expressão de genes de proliferação e 

fator de crescimento epidérmico, mutações 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 

que um mesmo animal possui 10 mamas distintas distribuídas em duas cadeias, que são 

retiradas totalmente quando da suspeita de tumores. Isso permite que as mamas sejam 

individualmente analisadas, algo interessante já que elas podem apresentar características 

patológicas distintas, apesar da base genética comum.  

Assim, esse estudo buscou correlacionar o tipo histológico de tumores de mama de 

cadelas com a expressão de genes de pluripotência. Foi analisada a expressão dos genes c-

MYC, NOTCH3, TROP2 e EpCAM em 21 amostras de mama, coletadas no Hospital 

Veterinário da Universidade de Brasília.  
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3.   OBJETIVOS  

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

Este estudo tem como objetivo analisar a expressão de genes relacionados à 

pluripotência por meio da técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) e sua associação 

com os diferentes tipos histológicos observados. 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Avaliar a expressão de genes MYC, NOTCH3, TROP2 e EpCAM em mama de 

cadelas. 

● Correlacionar os dados de expressão com classificação histopatológicos. 

 

4.   METODOLOGIA 

 

4.1. Obtenção de amostras 

 

Cadelas atendidas no Hospital Veterinário da UnB de 2012 a 2014 com suspeita de 

câncer de mama foram doadoras de amostras, mediante consentimento de seus proprietários, 

tendo sido este projeto devidamente aprovado pelo Comitê de Ética de Uso Animal (CEUA), 

sob o número UnBDoc 120812/2011.  As amostras foram cirurgicamente removidas por 

equipe de veterinários envolvidos no projeto, liderados pela Profa Dra Ana Carolina Mortari, 

da Faculdade de Agronomia e Veterinária – 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 análise anatomo-patológica. As amostras 

cujos resultados dos laudos histopatológicos não demonstraram a presença de tecido maligno 

foram utilizadas como controles do experimento. 

 

4.2. Extração de RNA  

 

Os tecidos criopreservados foram inicialmente submetidos à maceração sob 
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resfriamento com nitrogênio líquido, sendo o material assim obtido dissolvido diretamente 

em Trizol. A extração de RNA foi realizada com emprego de Trizol, clorofórmio e 

isopropanol, de acordo com as especificações do fabricante do Trizol. O RNA obtido foi 

quantificado em espectrofotômetro a OD de 260nm, onde as amostras utilizadas para etapas 

subsequentes apresentaram razões de OD260/ OD280 igual ou superior a 1,8 e integridade 

aceitável, conforme verificado pelo aparecimento de duas bandas bem definidas quando 

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

 

4.3. Síntese de cDNA 

 

O cDNA foi obtido com kit High Capacity cDNA Synthesis (Applied Biosystems) 

segundo especificações do fabricante. Em resumo, 2ug de RNA total foram adicionados à 

solução de reação, contendo tampão, enzima, iniciadores randômicos e dNTPs. A reação 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 síntese de cDNA. 

 

Reagentes Volume final 

 

10 x RT Buffer 2µl 

2x dNTP 0,8µl 

10x Random Primer 2µl 

RNAse Inibitor 1µl 

Retro - Transcriptase 1µl 

H2O MilliQ 4,2µl 

Amostra 

 

10µl 

Total                               20µl 

 

 

 

4.4. Desenho de oligonucleotídeos  

 

Para a realização da reação em cadeia da polimerase (PCR) foram desenhados 

oligonucleotídeos específicos para cada gene com o auxílio do software de livre acesso 

Primer-Blast assim como os iniciadores para o gene controle endogéno gliceraldeído-3-
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fosfato desidrogenase (GAPDH), disponível na página do NCBI 

<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/>. Para o desenho, foram utilizadas as 

sequências de Canis lupus familiaris.  

 

 

Tabela 2: Sequência de primers selecionados com o auxílio do software de livre acesso 

primer-blast. 

Gene-alvo Sequência dos iniciadores Temperatura de 

anelamento (°C) 

Tamanho do 

amplicon 

GAPDH 

 

D: ATGCAAGGCTGAGAACGGGAAACT 

R: TCCACAACATACTCAGCACCAGCA 

56 182 

EpCAM D: CTCTATGATCCCGACTGTG 

R: ATGATGATCCAGTGAGTCCTC 

 

55 218 

NOTCH3 D: TTCTCTCTTATGACTGCGCCTG 

R: CAGAATTGGCCTGTCCATTCAGGA 

 

58 200 

MYC-c D: CCCTACCCGCTGAATGACAG 

R: TTCTTCCTCCGACTCGCTGC 

 

53 268 

TROP2 D: AAGGCGCGCCAGTGCAAG 

R: AGGATGTGGTGGGTGCG 

60 242 

 

 

4.5. PCR convencional 

 

A técnica de reação em cadeia da polimerase consiste em multiplicar um trecho 

específico do DNA até que a concentração da solução seja tão alta que possa ser facilmente 

visualizada por métodos simples e clássicos de separação e identificação de substâncias. As 

multiplicações dos trechos específicos acontecem com auxílio de iniciadores 

complementares à sequência desejada, DNA polimerases e variação de temperatura de 

anelamento, que é específica para cada iniciador. 

A reação de PCR foi realizada com auxílio dos iniciadores mencionados acima, 

dNTPs e de Taq 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 não houve expressão 

(-).  

 

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

Reagentes Volume utilizado por reação 

Tampão 10X (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 

500 mM KCl MgCl2 50 mM) 

1,0µL 

dNTPs (10 mM) 1,0µL 

Taq DNA Polimerase (5 U/ µL) 0,25µL 

Primer F/Primer R (10 mM) 2,0µL 

H2O MilliQ 3,75µL 

cDna 2,0µL 

Total 10µL 

 

 

5. RESULTADOS 

Vinte e uma amostras de câncer de mama canino, proveniente de animais diferentes 

foram testadas. A classificação histológica adotada em carcinomas mamários caninos segue 

o método de classificação 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 características do núcleo (Karayannopoulou et al.,2005; Tavasoly et al.,2013). 

No câncer mamário canino, os tipos mais observados são o carcinoma complexo, que possui 

um componente epitelial maligno e um componente mioepitelial benigno, e o carcinoma 

simples, que geralmente é o tipo de câncer mais agressivo, sendo majoritariamente de 

composição epitelial. (Tavasoly et al.,2013; Goldschmidt et al.,2012). Nas amostras 
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analisadas, além de carcinomas complexos, foram encontrados vários subtipos de 

carcinomas simples, sendo um deles o carcinoma misto, que é o mais incomum, e que possui 

uma mistura de componentes epiteliais malignos e componentes mesenquimatosos benignos, 

que podem ser cartilagem, tecido ósseo, tecido adiposo, ou mesmo combinações desses 

tecidos, pois esse subtipo é caracterizado pela presença de três 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 

neoplásicas que realizaram diferenciação escamosa, possuindo ainda fortes características 

malignas (Goldschmidt et al.,2012). O subtipo carcinoma tubular simples se fez muito 

presente nas amostras. Esse subtipo de carcinoma simples é caracterizado por proliferações 

epiteliais exacerbadas e forte tendência infiltrativa em tecidos adjacentes (Goldschmidt et 

al.,2012). 

Em todas as amostras foram analisadas a expressão dos genes de pluripotência 

NOTCH3 e c-MYC, da molécula de adesão epitelial, EpCAM, e do transdutor de calcio, 

TROP2. Os tumores foram separados de acordo com a histopatologia obtida no diagnóstico, 

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 não 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 histopatológico e a intensidade de expressão de cada 

gene encontrada nos respectivos tumores sendo classificada em intensa, média, baixa ou 

ausente. 

Nas amostras controle, observou-se ausência de expressão de c-MYC, sugerindo que 

sua expressão é inexistente nessas amostras. Com relação as amostras tumorais, c-MYC foi 

encontrado expresso na maioria (88%) das amostras tumorais. A sua expressão estava 

elevada em carcinomas complexos em quantidades elevadas (n=3), dentre os quais em 

apenas um c-MYC não pode ser detectado. Nas amostras de carcinoma simples tubular, a 

expressão de c-MYC foi semelhante ao carcinoma complexo, sendo elevada (n=3). Em 

carcinomas mistos, a expressão de c-MYC foi detectada em níveis distintos, nas 3 amostras 

disponíveis.  

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

sua expressão 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 expressão 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 expressão de EpCAM foi encontrada em todas as 

amostras, sendo baixa (n=3) ou alta (n=2). 

Com relação à expressão de NOTCH3, ela foi baixa (n=2) ou ausente (n=1) nas 

amostras controle. Por outro lado, a expressão de NOTCH3 foi detectada em 100% (n=18) 

das amostras tumorais. A presença de NOTCH3 foi observada elevada em carcinomas 

complexos, onde das sete amostras desse tipo histológico, uma apresentou expressão 

elevada, e 4 amostras, moderada. No carcinoma misto, foi observada uma expressão 

aumentada de NOTCH3, sendo uma elevada em uma amostra e moderada em outras duas. 

Com relação à expressão deste gene em carcinomas simples tubulares, não foi possível 

qualquer correlação da expressão com o tipo histológico, uma vez que foram encontradas 

expressões baixas (n=2), moderada (n=1) e altas (n=2). 

A expressão de TROP2 foi encontrada como moderada nas amostras controle. Com 

relação à expressão do gene TROP2, as maiores diferenças em relação ao controle foram 

encontradas no grupo de carcinoma complexo (n=7), onde a expressão não foi observada em 

3 amostras, ou estava baixa (n=2). Apenas em duas amostras, os níveis de TROP2 parecem 

ter sido similares aos das amostras controle, sendo está uma expressão moderada. A presença 

de TROP2 com maior intensidade foi encontrada nas amostras de carcinoma simples 

tubulopapilifero, adenoescamoso e misto, sendo esses todos carcinomas de maior caráter 

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

intensidade media (++), intensidade baixa (+) e não houve expressão (-). 

Amostras Diagnostico 

Histopatológico 

c-MYC NOTCH3 EpCAM TROP2 GAPDH 

CD17 Carcinoma simples 

tubulopapilifero 

+++ + + +++ ++ 

CD08 Carcinoma 

adenoescamoso 

- +++ + +++ ++ 

CD04 Carcinoma complexo - + - ++ ++ 

CD14 Carcinoma complexo ++ ++ + + ++ 

CD15 Carcinoma complexo +++ ++ - - ++ 

CD19 Carcinoma complexo +++ ++ ++ - ++ 

CD22 Carcinoma complexo +++ +++ +++ - ++ 

CD29 Carcinoma complexo ++ + ++ + ++ 

CD30 Carcinoma complexo ++ ++ ++ ++ ++ 

CD07 Carcinoma em tumor 

misto 

- ++ - + ++ 

CD20 Carcinoma em tumor 

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 - + - ++ ++ 

CD03 Controle hiperplasia - - - ++ ++ 
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Figura 2: Produtos de PCR das amostras caninas CD27, CD28, CD29 e CD30 com seus 

respectivos controles negativos.  

 

 

6. DISCUSSÃO  

A análise molecular dos tumores, tanto de cadelas, quanto humanos, poderá 

identificar genes que, quando expressos podem tanto ser alvos de drogas, quanto servir como 

marcadores prognósticos. Nesse sentido, aqui escolheu-se analisar genes de pluripotência 

que parecem manter o caráter indiferenciado (e portanto, mais agressivo) dos tumores. 

Foram utilizadas 21 amostras, sendo 3 controles com hiperplasia benigna, e 18 amostras de 

carcinoma mamário. Em todas elas, foi analisada a expressão dos genes c-MYC, NOTCH3 

EpCAM e TROP2. 

Embora os genes aqui estudados sejam constitutivamente expressos nos tecidos, é 

possível que a falta de detecção do RNA mensageiro de ambos os genes indique que eles 

estão sendo expressos em níveis baixos, onde mesmo dessa forma no caso de c-MYC, a 

proliferação celular controlada continue ocorrendo. A ausência de EpCAM nos controles 

pode ser justificada pela possível baixa quantidade de células epiteliais presentes na amostra, 

pois como um marcador de células epiteliais, este deveria ser detectável nos tecidos, como 

no caso das mamas. No entanto, deve-se considerar duas variáveis que interferem 

diretamente na análise em questão: primeiro na mama, enquanto órgão tridimensional, 

encontram-se mais células adiposas que células epiteliais, portanto, a falta de detecção 
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de EpCAM nos controles pode simplesmente significar que havia um número normal, e 

relativamente pequeno de células epiteliais ali presentes; segundo deve-se ressaltar que a 

PCR convencional não é o método mais sensível de detecção e, portanto, pode não ser capaz 

de identificar quantidades pequenas de mRNA do gene alvo.  

   A expressão dos genes de pluripotência em conjunto em uma mesma amostra 

concorda com alguns estudos em canceres humanos que  mostram a expressão “de novo” 

dos genes EpCAM e NOTCH3, normalmente expressos em maior quantidade na fase 

embrionária, aumenta a expressão do oncogene c-MYC (Munz et al.,2004; Choy et al.,2017). 

Os resultados aqui obtidos estão de acordo com os trabalhos citados, ou seja c-MYC sendo 

estimulado por NOTCH3 e EpCAM, sendo possível observar a expressão desses três genes 

juntos em uma mesma amostra, como foi o caso em algumas amostras de carcinoma simples 

tubular e em carcinomas complexos, contudo não se pode afirmar que esses três genes estão 

agindo de forma conjunta na progressão do tumor mamário canino da mesma forma ao 

encontrado no humano.  

A proteína transmembrana TROP2 pode ser ativada por anticorpos que medeiam a 

reticulação das células que o reconhecem, podendo ser ativados internamente, e por autólise 

intramembranar regulada. A proteína de TROP2, após clivagem, se localiza na superfície 

celular e a outra parte se encontra no citoplasma. Alguns estudos mostram que as porções 

clivadas de TROP2 possuem uma significância diferente na progressão de carcinomas. A 

porção localizada na membrana foi associada como determinantes na agressividade de 

carcinomas mamários e seus subtipos onde a sua presença leva a um prognostico 

desfavorável, já a parte intramembranar acredita-se que possua um impacto mais positivo 

tanto na sobrevida como na recorrência tumoral, pois como possuem quatro sítios de N-

glicosilação essas podem acontecer no citoplasma e torná-lo ativo novamente (Lin H et al,. 

2012; Trerotola et al.,2013; Guerra et al.,2013). Nas amostras caninas utilizadas não foi 

possível realizar a diferenciação do local onde se encontram, dado que foi utilizado o RNA 

obtido da maceração da amostra para a síntese do DNA complementar, porém é possível 

observar que a presença de TROP2 é intensa em carcinoma simples tubulopapilifero, 

carcinoma adenoescamoso e carcinoma misto, todos eles possuem caráter maligno, 

possuindo alta taxa de invasibilidade de tecidos proximais, de vasos sanguíneos e vasos 

linfáticos. 

MYC foi observado em carcinomas simples de forma moderada a intensa, porém 

também está sendo expresso em carcinomas complexos da mesma maneira, deixando o 

questionamento se a sua expressão nesse subtipo de tumor anteriormente denominado com 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choy%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28108512
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características benignas possa conferir a esse tipo histológico uma característica mais 

agressiva, infiltrativa e metastática (Jiang et al., 2017). 

Presença de EpCAM em tumores é considerado como um prognostico ruim para a 

sobrevida do paciente, de modo que a sua presença mostra o tipo celular que o originou, 

sendo os carcinomas metastáticos podem possuir uma quantidade considerável desse 

marcador epitelial (Zhang et al., 2017). Amostras de diferentes tipos histopatológico o 

expressa, mostrando a origem tumoral dos mesmos e o grau de invasividade que poderiam 

possuir. EpCAM está comumente expresso em carcinomas mamários humanos, acreditando-

se que a sua presença desempenha proliferação celular acelerada, inibição de adesão célula-

célula, migração e diferenciação (Gao et al., 2015). Entretanto a expressão de EpCAM não 

foi observada em todas as amostras caninas sendo necessário uma amostragem maior para 

observar o padrão de expressão nos diferentes tipos de carcinomas caninos. 

 

7. CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho mostrou que diferentes carcinomas mamários caninos possuem a 

expressão de genes relacionados com a pluripotência que são encontrados no câncer de 

mama humano. No entanto, não foi possível observar uma correlação da expressão desses 

genes com os tipos e subtipos de carcinomas encontrados nas amostras caninas, sendo então 

necessários mais estudos para elucidar essa questão. 
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9. ANEXOS 

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