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Resumo 

Introdução: As neoplasias mamárias são o tipo mais comum de tumor na espécie 

canina, sendo aproximadamente metade desses tumores de caráter maligno. A hipóxia, 

caraterizada por níveis de oxigênio abaixo do normal, é um conhecido fator adverso ao 

tratamento do câncer. O fator de transcrição HIF -1α é o regulador central da resposta 

fisiopatológica das células de mamíferos para baixos níveis de oxigênio, capaz de ativar 

a transcrição do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que por sua vez, 

promove a angiogênese através da sua capacidade de estimular o crescimento, migração 

e invasão de células endoteliais, contribuindo para o crescimento tumoral. Objetivos: 

Avaliar a concentração sérica e a expressão gênica do VEGF e do HIF-1α relacionando-

os com os parâmetros clínico-patológicos e a sobrevida de cadelas com neoplasia 

mamária a fim de inferir o possível valor prognóstico desses fatores. Material e 

Métodos: Foram coletados fragmentos tumorais de 30 cadelas com neoplasia mamária 

para verificar a expressão protéica do VEGF e do HIF-1α por imuno-histoquímica e a 

expressão gênica por PCR em Tempo Real. Para determinar a concentração sérica do 

VEGF e do HIF-1α pelo método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent), foram 

coletados soro sanguíneo de 50 cadelas controle (saudáveis) e 30 cadelas com neoplasia 

mamária (grupo de estudo). Os resultados encontrados foram estatisticamente 

relacionados às características clínico-patológicas. Resultados: A comparação entre a 

marcação imuno-histoquímica das duas proteínas analisadas demonstrou aumento da 

intensidade da imunomarcação do VEGF (p=0,03). Por meio da técnica de ELISA, foi 

possível observar relação entre altos níveis séricos de VEGF com vascularização 

abundante (p=0,02), metástase (p=0,003), óbito (p=0,007) e baixa taxa de sobrevida 

(p<0,0001). Além disso, houve aumento dos níveis séricos de VEGF no grupo de estudo 
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quando comparados ao grupo controle (p=0,03). Ao contrário, o percentual sérico de 

HIF-1α das cadelas com neoplasia mamária foi 20% menor do que das cadelas do grupo 

controle (p=0,0006). No entanto, cadelas com histórico de recidiva tumoral 

demonstraram aumento de 15% no percentual sérico de HIF-1α (p=0,03). Quanto à 

expressão gênica, houve relação entre o aumento da expressão gênica do VEGFA e 

tumores com vascularização abundante (p=0,02), cadelas com histórico de recidiva 

tumoral (p=0,01) e óbito (p=0,02). Por outro lado, foi observado aumento 

estatisticamente significante da expressão gênica do HIF-1A com vascularização 

moderada (p=0,01) e cadelas que continuaram vivas durante o período de 

acompanhamento (p=0,003). Conclusões: Nossos resultados demostram correlação 

entre o VEGF e as características de pior prognóstico, sugerindo que este fator 

desempenha um importante papel na progressão tumoral, podendo ser utilizado como 

um potencial marcador prognóstico na rotina clínica, sendo útil na predição da 

progressão tumoral em cadelas com neoplasia mamária. 

 

Palavras-chave: Angiogênese, ELISA, Hipóxia, HIF-1α, qPCR, VEGF, neoplasia 

mamária canina. 
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Abstract 

Introduction: Mammary tumors are the most common type of tumor in dogs, with 

approximately half of these tumors are malignant. Hypoxia, characterized by oxygen 

levels below normal, is a known adverse factor to cancer treatment. The transcription 

factor HIF-1α is the central regulator of pathophysiological response of mammalian 

cells to low oxygen levels, able to activate transcription of the vascular endothelial 

growth factor (VEGF), which in turn promotes angiogenesis through its ability to 

stimulate growth, migration and invasion of endothelial cells, contributing to tumor 

growth. Objectives: To evaluate the serum concentration and the gene expression of 

VEGF and HIF-1α linking them with clinicopathological parameters and survival of 

dogs with mammary tumors in order to infer the possible prognostic value of these 

factors. Material and Methods: We collected tumor fragments of 30 bitches with 

mammary tumors to verify protein expression of VEGF and HIF-1α by 

immunohistochemistry and gene expression by RT-PCR. To determine the serum 

concentration of VEGF and HIF-1α by ELISA (Enzyme-linked immunosorbent), serum 

was collected from 50 bitches control (healthy) and 30 bitches with mammary neoplasia 

(study group). The results were statistically related to clinicopathological features. 

Results: The comparison between immunohistochemical staining of the two proteins 

analyzed showed increased intensity of immunostaining of VEGF (p=0.03). By ELISA, 

we observed relationship between high serum levels of VEGF and abundant 

vascularization (p=0.02), metastasis (p=0.003), death rate (p=0.007) and low survival 

(p<0.0001). In addition, increased serum levels of VEGF in the study group compared 

to the control group (p=0.03). In contrast, the percentage of serum HIF-1α bitches with 

mammary neoplasia was 20% lower than the control group of female dogs (p=0.0006). 
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However, bitches with a history of recurrent tumor showed a 15% increase in the 

percentage of serum HIF-1α (p=0.03). Regarding gene expression, there was a 

relationship between increased gene expression of VEGFA and tumor abundant 

vascularization (p=0.02), bitches with a history of recurrence (p=0.01) and death 

(p=0.02). Moreover, we observed a statistically significant increase in gene expression 

of HIF-1A with moderate vascularization (p=0.01) and bitches that remained alive 

during the follow-up period (p=0.003). Conclusions: Our results demonstrate a 

correlation between VEGF and features of poor prognosis, suggesting that this factor 

plays an important role in tumor progression and can be used as a potential prognostic 

marker in clinical practice and is useful in predicting tumor progression in dogs with 

mammary neoplasia. 

 

Keywords: Angiogenesis, ELISA, Hypoxia, HIF-1α, qPCR, VEGF, canine mammary 

neoplasia  



1 

 

Introdução 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 

 

I. INTRODUÇÃO 

 

1. Aspectos Gerais 

 

  O câncer de mama é uma preocupação mundial, sendo esta, a neoplasia mais 

comum entre as mulheres e a quinta maior causa de morte relacionada ao câncer. A 

Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que, por ano, ocorram mais de 1.050.000 

novos casos de câncer de mama em todo o mundo. Dados do Instituto Nacional do 

Câncer (INCA) 
(1)

 estimaram a ocorrência de 52.680 novos casos desse tipo tumoral 

para o ano de 2012, sendo que desses, 12.852 casos evoluíram para óbito. 

  As taxas de mortalidade por câncer de mama continuam elevadas, sendo a 

capacidade de invasão das células tumorais e consequente desenvolvimento de 

metástases as principais causas de mortalidade em mulheres com câncer de mama e 

cadelas com tumores mamários malignos. 
(2)

 No Brasil, o câncer de mama é o que mais 

causa mortes entre as mulheres desde 1979. 
(3)

 Na população mundial, a sobrevida 

média após cinco anos de acompanhamento é de 61% e apesar do progresso no 

diagnóstico e tratamento nos últimos 30 anos, essa doença é ainda responsável por 

quase meio milhão de mortes por ano no mundo. 
(4)

 

A espécie canina é a que apresenta a maior incidência de neoplasias mamárias 

dentre todos os mamíferos e, quando comparada à mulher, apresenta três vezes mais 

chances de desenvolver essa neoplasia. 
(5-7)

 As neoplasias mamárias representam 

aproximadamente 52% de todas as neoplasias que acometem cães, sendo 41 a 53% 

desses tumores de caráter maligno. 
(8-13)

  

Devido às muitas semelhanças compartilhadas por seres humanos e cães, os 

tumores mamários em cadelas prestam-se como modelos apropriados e válidos ao 

estudo da biologia do câncer 
(11, 14-16)

, assim como para testes de agentes terapêuticos, já 
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que animais de estimação têm tumores com apresentação histopatológica e 

comportamento biológico similares àqueles que acometem os seres humanos, e 

compartilham uma resposta semelhante à cirurgia e a esquemas de quimioterapia. 
(16-18)

 

Além disso, os tumores de mama em cadelas constituem um desafio para clínicos e, 

principalmente, para patologistas, uma vez que a nomenclatura e classificação desses 

tumores têm se revelado muito difíceis e controversas. 
(9, 19)

 

  Um amplo número de fatores são indicadores do prognóstico dos pacientes com 

câncer de mama, incluindo tipo histológico, tamanho tumoral e comprometimento dos 

linfonodos. 
(10)

 Na espécie canina, alguns aspectos já estão bem estabelecidos no 

desenvolvimento da neoplasia mamária: cães de raça têm duas vezes mais chances de 

desenvolverem tumores mamários. A ausência de receptores de estrógeno e 

progesterona e o uso de contraceptivos 
(6)

, além de dieta imprópria e idade avançada 

aumentam as chances de desenvolver a neoplasia, sendo o problema maior, a 

negligência dos proprietários, que só levam o animal ao especialista quando o nódulo já 

tem grande diâmetro, diminuindo as chances de tratamento. 
(9)

 

  O conhecimento dos fatores prognósticos é de fundamental importância na 

determinação da conduta terapêutica. A terapia baseada em uma avaliação prognóstica 

possibilita a aplicação das diferentes modalidades terapêuticas utilizadas no tratamento 

do câncer com a intensidade e a efetividade adequadas para cada paciente, assim, a 

aplicação do conhecimento sobre os fatores prognósticos pode influir favoravelmente na 

condução do processo terapêutico aumentando a sobrevida do paciente. Anualmente 

inúmeros estudos científicos são publicados apresentando novos fatores, muitos dos 

quais promissores. 
(20)
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Nesse contexto, o estudo da expressão imuno-histoquímica de marcadores 

prognósticos e preditivos do câncer de mama tem se revelado importante ferramenta de 

trabalho. A disponibilidade de anticorpos monoclonais que reagem com antígenos 

associados aos tumores de mama está se expandindo progressivamente e, dessa forma, 

vem permitindo que se conheça melhor a biologia das neoplasias, oferecendo com isso, 

uma avaliação mais precisa de prognóstico, diagnóstico e tratamento. 
(21-22)

 Além disso, 

pesquisas que verificam características moleculares dos tumores mamários preditivos à 

resposta terapêutica têm permitido a introdução de tratamentos mais efetivos, o que têm 

possibilitado o declínio das mortes por câncer de mama e melhorado a qualidade de 

vida dos pacientes. 
(23)

 

Pesquisas recentes demonstram que além dos marcadores imuno-histoquímicos 

presentes nos tumores, uma crescente variedade de biomarcadores estão sendo 

identificados, oferecendo a possibilidade de diagnóstico mais detalhado e prognóstico 

mais confiável. 
(24)

 

Os biomarcadores são macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em 

outros líquidos biológicos, cujo aparecimento e ou alterações em suas concentrações 

estão relacionados com a gênese e o crescimento de células neoplásicas. Essas 

substâncias são produzidas diretamente pelo tumor ou pelo organismo em resposta à 

presença do tumor e podem ser quantificadas por meios bioquímicos no sangue ou 

imuno-histoquímicos nos tecidos e por testes genéticos para pesquisas de oncogenes, 

genes supressores de tumores e alterações genéticas. 
(25)

  

Uma classe específica de biomarcadores são os sanguíneos, que podem indicar 

precocemente a presença de células malignas. 
(26)

 Ainda, esses marcadores têm 

vantagens no diagnóstico precoce do câncer, uma vez que refletem a dinâmica dos 
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estados fisiológicos e patológicos antes da detecção dos sintomas clínicos e não 

representam um procedimento invasivo. 
(27-28)

 Dessa forma, podem ser úteis no manejo 

clínico dos pacientes com câncer, auxiliando nos processos de diagnóstico e no 

desenvolvimento de novas estratégias de tratamento. 
(25)

 

Na medida em que avança a detecção mais precoce dos carcinomas mamários e 

melhoram os tratamentos para a doença, a busca por uma determinação do prognóstico 

de cada paciente tem se tornado ainda mais importante. Trabalhos discutindo fatores 

prognósticos clássicos ou novos abundam na literatura, frequentemente com resultados 

conflitantes, tornando necessário buscar outros fatores que possam predizer de forma 

mais acurada o prognóstico. 
(29)

 

 Em cães, a alta incidência e difícil resposta ao tratamento de tumores mamários 

têm estimulado a busca de novos marcadores para detecção precoce de metástases e 

melhora do prognóstico 
(30)

, sendo o uso de marcadores prognósticos importante para a 

rotina de diagnóstico e pesquisa na medicina veterinária. 
(31)

 Dessa forma, embora se 

trate de um procedimento mais complexo, a avaliação da expressão de um ou mais 

marcadores prognósticos apresenta-se como ferramenta útil para a prática clínica. 
(32)

 

 

2. Hipóxia  

 

  A hipóxia é caracterizada pela redução dos níveis fisiológicos normais de 

oxigênio nos tecidos, podendo ocorrer durante o desenvolvimento de doença vascular 

aguda ou crônica, doenças pulmonares e do câncer. 
(33) 

Cerca de 40% dos casos de 

câncer de mama apresentam uma região de hipóxia no tumor e essa situação tem sido 

associada ao aumento da taxa de metástase e diminuição na taxa de sobrevida dos 

pacientes. 
(34-35) 
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 Duas principais condições de hipóxia são conhecidas. A primeira, denominada 

hipóxia crônica ou difusão-limitada ocorre devido à proliferação descontrolada das 

células e crescimento rápido do tumor resultando em distâncias longas de difusão de 

oxigênio do vaso sanguíneo mais próximo 
(33, 36-37)

, e a segunda, conhecida como 

hipóxia aguda, é caracterizada pela estrutura caótica dos novos vasos sanguíneos 

formados resultando na perfusão inadequada em parte do tecido. 
(33, 36, 38) 

 

 A hipóxia é tóxica tanto para as células normais quanto para as tumorais, e de 

acordo com sua gravidade, pode promover apoptose ou pelo contrário, impedir a morte 

celular, desencadeando uma série de respostas biológicas, levando à proliferação das 

células e ao crescimento do tumor, contribuindo para um comportamento tumoral mais 

agressivo. 
(35)

 Diferente das células normais, para manter a sobrevivência em situações 

de hipóxia, as células tumorais têm como característica comum a capacidade de 

promover alterações em sua funcionalidade, tornando-se resistentes à apoptose, sendo 

capaz de induzir sua própria vascularização iniciando o processo de angiogênese. 
(39)

 

 Além disso, em condições de hipóxia, essas células iniciam mecanismos 

adaptativos, como alteração do metabolismo, a produção e liberação de fatores de 

crescimento como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e a ativação de 

fatores induzidos por hipóxia (HIFs) envolvidos no processo de angiogênese. 
(40-42) 

Dessa forma, a hipóxia desempenha um importante papel na modulação da angiogênese 

tumoral e está relacionada com o aumento da agressividade tumoral e pior prognóstico 

dos pacientes.  
(38)

 

 Do ponto de vista clínico, a baixa oxigenação das células tumorais é um 

conhecido fator prognóstico adverso ao tratamento do câncer, tanto para radioterapia 

quanto para a quimioterapia.
 (43)

 Essa associação tem sido explicada pela redução na 
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produção de radicais livres por agentes quimioterápicos, como a doxorrubicina, na 

ausência de oxigênio. Além disso, o estado de oxigenação do tumor pode afetar a 

citotoxicidade da radiação, portanto, as áreas do tumor deficientes em oxigênio se 

tornam radiorresistentes. 
(37-38)

 

 Dessa forma, a identificação dos fatores envolvidos na resposta tumoral à 

hipóxia é importante para direcionar as estratégias terapêuticas. 
(38)

 

 

3. Angiogênese   

 

  O crescimento e progressão de tumores assim como o desenvolvimento de 

metástases, dependem da angiogênese, processo de formação de novos vasos 

sanguíneos a partir de um endotélio vascular preexistente. 
(44-46)  

  Os vasos sanguíneos são indispensáveis para o desenvolvimento de tumores 

sólidos, não só para o fornecimento de oxigênio e nutrientes, mas também para a 

retirada do gás carbônico (CO2) e dos resíduos metabólicos, além de servirem como um 

importante caminho para as células malignas migrarem para outros tecidos, 

possibilitando o desenvolvimento de um tumor secundário. 
(47-48)

 

  As células endoteliais e as células de suporte perivascular, os pericitos, são dois 

tipos distintos de células presentes na parede dos vasos sanguíneos. Na camada interna 

da parede dos vasos estão localizadas as células endoteliais enquanto os pericitos 

formam uma camada única de células musculares lisas que ficam em torno das células 

endoteliais, proporcionando suporte mecânico e estabilidade à parede dos vasos, 

regulando a função vascular. 
(41, 49-51)
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  Nesse sentido, a angiogênese desempenha um papel essencial no 

desenvolvimento do câncer, por esse motivo, tem sido alvo de estudo em diversos tipos 

de câncer. 
(52)

 

  A formação de novos vasos sanguíneos pela angiogênese envolve um número 

sequencial de passos e se inicia a partir de capilares pré-existentes no tumor (a). 

Primeiramente, os vasos sanguíneos dilatam e os pericitos se soltam da parede dos 

vasos (b). Posteriormente, fatores de crescimento pró-angiogênicos produzidos e 

liberados pelas células tumorais, levam à degradação da matrix extracelular pela sua 

capacidade de induzir a síntese de enzimas proteolíticas tais como as matriz 

metaloproteinases (MMPs) permitindo a remodelação do citoesqueleto, aumentando a 

permeabilidade das células endoteliais (c). 
(53-55)

 Em seguida, ocorre a proliferação e 

migração das células endoteliais e essa proliferação continua até a formação completa 

dos novos vasos (d). Ao final do processo, ocorre o envelopamento dos novos capilares 

com estruturas da membrana basal e o recrutamento dos pericitos levando à formação 

do lúmen (e) (Figura 1). 
(56)
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Figura 1. Representação das etapas envolvidas no processo de formação de novos 

vasos. Adaptado de BERGERS & BENJAMIN, 2003. 
(54) 

 

O processo de angiogênese é regulado pelo equilíbrio entre inúmeros fatores pró 

e anti-angiogênicos 
(57)

 como o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de 

crescimento de hepatócitos (HGF) e o óxido nítrico (NO).   O aumento da expressão do 

EGF está relacionado ao aumento da expressão do VEGF e indução do processo de 

angiogênese, assim como o HGF que é um potente mediador desse processo capaz de 

induzir a produção do VEGF no endotélio vascular e o NO, vasodilator capaz de 

estimular a formação de novos vasos. 
(53)

 Em processos patológicos como no 

desenvolvimento do câncer, ocorre um desequilíbrio entre esses fatores promovendo 

alterações no microambiente das células tumorais. 
(58)

  

  Dentre os fatores pró-angiogênicos, um dos principais fatores de crescimento 

específico para o endotélio vascular e mediador do processo de angiogênese é o VEGF. 

(57, 59-60)
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4. Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) 

 

O VEGF é uma glicoproteína ligante à heparina que exerce efeitos múltiplos em 

tumores, dentre eles, a capacidade de formação de novos vasos sanguíneos, linfáticos e 

o aumento da permeabilidade vascular. 
(61)

 

A família VEGF é composta por cinco isoformas denominadas VEGF-A, 

VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de crescimento placentário (PLGF). 
(46,62)

 Cada um 

desses fatores pode ativar um ou mais dos receptores conhecidos, como VEGFR-1 

localizado na superfície de células hematopoiéticas, macrófagos e monócitos, VEGFR-2 

encontrado no endotélio vascular e linfático e o VEGFR-3 exclusivo do endotélio 

linfático. 
(63-64)

 

  O VEGF–A se liga à dois receptores específicos, o VEGR-1 e o VEGFR-2 

enquanto o VEGF–B e PlGF são reconhecidos apenas pelo receptor VEGFR-1. O 

VEGF-C e VEGF-D se ligam ao VEGR-2 e também são reconhecidos pelo VEGFR-3 

(Figura 2). 
(65)

 O VEGF-A e o VEGF-B são os mais importantes reguladores do 

processo de angiogênese, enquanto o VEGF-C e VEGF-D estão especificamente 

envolvidos na linfoangiogênese. 
(62,66) 
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Figura 2.  Esquema da ligação entre as isoformas de VEGF e seus receptores. Adaptado 

de TAIMEH et al., 2013. 
(67)

 

 

O VEGF tem sido considerado o principal mediador do processo de angiogênese 

no câncer de mama. 
(64) 

O VEGF-A, um dos maiores reguladores do processo de 

angiogênese, foi detectado inicialmente em linhagens de células tumorais, enquanto os 

seus receptores VEGFR-1 e VEGFR-2 foram predominantemente expressos em células 

endoteliais. 
(68)

 

A ligação entre o VEGF-A e o VEGFR-2 está associada à proliferação das 

células tumorais, sendo a ativação do VEGFR-2 considerada o mais importante passo 

do processo de angiogênese. 
(45-69) 

 

Todas as principais isoformas de VEGF tem sido identificadas em cães, sendo os 

seus receptores também idênticos em humanos. A expressão do VEGF em tumores 

caninos é similar ao observado em neoplasias humanas, entretanto, na oncologia 

veterinária, o papel da angiogênese e sua correlação com o comportamento biológico 

dos tumores mamários é ainda pouco documentada. 
(66)

 

O VEGF-A é produzido pelas células tumorais em situações de hipóxia e quando 

liberado se liga ao receptor VEGFR-2 localizado na membrana das células endoteliais, 
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promovendo a angiogênese através da sua capacidade de estimular o crescimento, 

migração e invasão de células endoteliais 
(63, 70-72) 

contribuindo para o crescimento 

tumoral e desenvolvimento de metástases (Figura 3). 
(40) 

 

 

Figura 3. Processo de angiogênese, iniciado em resposta à situações de hipóxia, com 

ênfase na via de ativação do VEGF. Adaptado de HOLMES et al.,  2007.
 (73)

 

 

O grau de progressão do tumor tais como o crescimento, aumento da densidade 

microvascular e desenvolvimento de metástases se correlacionam diretamente com a 

expressão do VEGF. 
(70-71)

 Atualmente, o aumento da expressão do VEGF em tumores 

mamários de mulheres e cadelas tem sido relacionado com comportamento tumoral 

agressivo e pior prognóstico. 
(74-75) 
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  Nesse sentido, o desenvolvimento de terapias que tem como alvo inibir o VEGF 

têm se mostrado eficazes em bloquear o processo de angiogênese, diminuindo o 

crescimento do tumor. 
(68, 74,76-77) 

 

 

5. Fator de Transcrição Induzido por Hipóxia  

 
 

A expressão do VEGF nas células do câncer está sob o controle do fator 

induzível por hipóxia - 1 (HIF-1), que é um fator de transcrição induzido sob hipóxia e 

que nestas condições, migra desde o citoplasma para o núcleo das células, ligando-se à 

elementos de resposta à hipóxia, conduzindo à expressão de genes, principalmente o 

VEGF. 
(40, 62, 78) 

 

O HIF-1 desempenha um papel importante no crescimento normal e 

desenvolvimento da isquemia, inflamação e do câncer 
(44, 79-80) 

Além disso, o HIF-1 é 

um importante modulador da resposta intracelular a microambientes em hipóxia, 

funcionando como fator de transcrição de genes, sendo o aumento de sua expressão 

capaz de promover angiogênese. 
(42, 81)

 

Os HIFs são essenciais na manutenção da homeostase do oxigênio nos 

organismos e desencadeados de respostas adaptativas à redução nos níveis de oxigênio. 

Os HIFs são compostos por duas subunidades HIFα e HIFβ. Em mamíferos a 

subunidade HIFα é codificada por três genes: HIF-1α, HIF-2α e HIF-3α. 
(41, 82) 

As 

subunidades HIF-2α e HIF-3β são expressas em diversos tecidos, incluindo rins, 

cérebro, pulmões e coração, enquanto o subtipo 1α apresenta importância funcional 

especificamente em tumores de mama.
 (83)

 

  Em situações normais de oxigênio, o HIFα é reconhecido pela proteína 

supressora tumoral Von Hippel-Lindau (pVHL), ubquitinilado e ao final sofre 
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degradação proteossomal. No entanto, em situações de hipóxia, o pVHL se liga ao NO e 

o HIFα não é reconhecido. Nesse caso, o HIFα é ativado e induz a expressão de genes 

de resposta à hipóxia, como o VEGF, que por sua vez estimula o processo de 

angiogênese (Figura 4). 
(59, 83-85) 

 

 
 

Figura 4. Ativação do HIFα em situações de hipóxia e em condições normais de 

oxigênio (normóxia). Adaptado de RAHIMI, 2012. 
(65) 

 

A superexpressão do HIF-1 tem sido correlacionada com pior prognóstico das 

pacientes com câncer de mama, implicando na resistência ao tratamento. 
(80, 86)

 

Assim, a superexpressão do VEGF e/ou do HIF-1α resulta no aumento da 

angiogênese associando-se com a progressão maligna e com o aumento do potencial 

invasivo e metastático das células tumorais. 
(35, 64, 70-71, 86-88)

  
 

 Nesse contexto, este estudo teve como objetivo verificar o valor prognóstico do 

VEGF e do HIF-1α em cadelas com neoplasia mamária, relacionando-os com os 
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parâmetros clínico-patológicos, a evolução clínica e sobrevida. Desse modo, os 

objetivos específicos foram: 

 Verificar os níveis séricos de VEGF e HIF-1α de 30 cadelas com neoplasia 

mamária, em quatro diferentes momentos após o diagnóstico da doença. 

 Analisar a expressão protéica e gênica do VEGF e do HIF-1α em 30 fragmentos 

tumorais de mama de cadelas.      
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Material e Métodos 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

II. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Considerações éticas 

 

O presente estudo não acarretou riscos físicos à saúde das cadelas selecionadas, 

uma vez que foram utilizados fragmentos tumorais de descarte do exame 

histopatológico. Os proprietários foram informados dos objetivos da pesquisa, bem 

como das coletas sanguíneas subsequentes e assinaram o termo de consentimento 

informado (Anexo A). O médico veterinário responsável preencheu a ficha clínica do 

animal (Anexo B) e os dados foram plotados em tabela para posterior análise. O projeto 

foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto - FAMERP (Protocolo nº 5230/2010) (Anexo C). 

 

1.  Caracterização das amostras  

 

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 30 cadelas com neoplasia 

mamária (grupo de estudo) e 50 cadelas hígidas (grupo controle), atendidas nas clínicas 

veterinárias de São José do Rio Preto e região durante os anos de 2011 e 2012. As 

coletas de sangue foram realizadas no momento da excisão cirúrgica do tumor, um mês, 

seis meses e um ano após a cirurgia. Os critérios de exclusão para as cadelas do grupo 

controle foram rigorosamente seguidos, sendo incluídas no grupo apenas cadelas sem 

histórico de doença e procedimento cirúrgico em período próximo. Além disso, foram 

coletados também do grupo de estudo, 30 fragmentos tumorais e seis fragmentos sem 

acometimento tumoral para a realização das técnicas de imuno-histoquímica, PCR 

quantitativo (qPCR) e diagnóstico histopatológico.  

As cadelas do grupo de estudo foram avaliadas com relação às características 

clínico-patológicas (tempo de evolução tumoral – período relacionado ao aparecimento 
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tumoral até a excisão cirúrgica, número de nódulos, tamanho tumoral, grau histológico, 

status linfonodal, estadiamento clínico, ulceração e vascularização) e com a evolução 

clínica (ocorrência de metástase, recidiva local e óbito). A ocorrência de metástase, 

assim como a data e causa da morte foram descritas pelo veterinário, sendo que neste 

grupo, apenas cadelas que morreram pela doença foram incluídas.  

A idade dos animais variou de 7 a 14 anos, sendo a média do diagnóstico de 10 

anos. Dos 30 fragmentos tumorais coletados e histopatologicamente diagnosticados, a 

maioria dos tumores foi classificada como maligno (80%), sendo de predominância os 

Carcinomas túbulo-papilares (67%). Dentre as características clínico-patológicas, foi 

predominante o tempo de evolução maior que 6 meses (43%), sendo 50% dos tumores 

de localização em cadeia múltipla; tamanho tumoral T1 (menores que 3 cm) (60%) e 

estadiamento clínico I (50%). Quanto à vascularização tumoral, 27% dos tumores 

apresentaram vascularização abundante e 13% ulceração. A taxa de recidiva local foi de 

20%, metástase 20% e a taxa de óbito de 27% (Tabela 1).  
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Tabela 1. Características clinico-patológicas das cadelas do grupo teste. 

  
Tempo de evolução 

(meses) Exame histopatológico Nº de nódulos TNM Estadiamento 

 

Metástase Recidiva Ulceração Vascularização Censura 

Seguimento 

     (dias)
 
 

C1 mais de 6 Carcinoma em tumor misto múltiplos T3/N0/M0 III 

 

não não sim abundante Viva 365 

C2 mais de 6 Carcinoma em tumor misto único  T3/N0/M0 III não sim não moderada Viva 365 

C3 mais de 6 Carcinoma túbulo-papilar único  T3/N1a/M0 III não não sim abundante Óbito 30 

C4 até 6 Carcinoma sólido único T1/N1/M1 IV sim não não abundante Óbito 30 

C5 1 mês Carcinoma em tumor misto múltiplos T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 

C6 até 6 Carcinoma em tumor misto múltiplos T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 

C7 mais de 6 Carcinoma túbulo-papilar múltiplos  T1/N0/M0 I não não sim abundante Óbito 30 

C8 até 6 Tumor misto benigno único T1/N1/M1 IV sim sim não moderada Viva 365 

C9 até 6 Carcinoma em tumor misto múltiplos  T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 

C10 1 mês Tumor misto benigno múltiplos T1/N2a/M0 I não sim não moderada Viva 365 

C11 mais de 6 Carcinoma túbulo-papilar múltiplos  T2/N2/M1 III sim sim não abundante Óbito 30 

C12 até 6 Carcinoma túbulo-papilar único  T1/N1/M0 I não não não moderada Viva 365 

C13 até 6 Carcinoma túbulo-papilar  múltiplos  T1/N1/M1 IV sim não não moderada Óbito 180 

C14 até 6 Carcinossarcoma único  T3/N0/M1 IV sim sim não moderada Óbito 180 

C15 mais de 6 Carcinoma túbulo-papilar único T2/N0/M0 II não não sim moderada Viva 365 

C16 1 mês Carcinoma túbulo-papilar múltiplos  T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 

C17 1 mês Tumor misto benigno único T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 

C18 até 6 Carcinoma túbulo-papilar único T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 

C19 1 mês Carcinoma túbulo-papilar único T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 

C20 mais de 6 Carcinoma túbulo-papilar múltiplos T3/N0/M0 III não não não moderada Viva 365 

C21 mais de 6 Carcinoma túbulo-papilar múltiplos  T2/N0/M0 II não sim não abundante Viva 365 

C22 1 mês Adenoma único  T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 

C23 mais de 6 Carcinoma túbulo-papilar único  T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 

C24 mais de 6 Carcinoma túbulo-papilar múltiplos  T3/N2/M0 IV não não não moderada Viva 365 

C25 até 6 Carcinoma túbulo-papilar múltiplos T3/N0/M0 III não não não abundante Viva 365 

C26 até 6 Carcinoma túbulo-papilar múltiplos T2/N1/M1 IV sim não não moderada Óbito 365 

C27 1 mês Carcinoma túbulo-papilar único  T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 

C28 mais de 6 Carcinoma in situ  múltiplos  T3/N1/Mx III não não não abundante Óbito 30 

C29 mais de 6 Tumor misto benigno único  T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 

C30 mais de 6 Tumor misto benigno único  T1/N0/M0 I não não não moderada Viva 365 
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2. Processamento das amostras  

 

 2.1. Obtenção do soro sanguíneo 

 
Foram coletados 3 mL de sangue em tubo (Vacutainer) contendo gel separador 

(filtro 13-mm), em quatro momentos diferentes: no momento da cirurgia, um mês, seis 

meses e um ano após a cirurgia. As amostras de sangue foram incubadas em banho-

maria a 37
o
C por 20 minutos e centrifugadas por 25 minutos a 1000 G. O soro foi 

armazenado em tubos eppendorfs identificados e estocado em freezer a –80ºC para 

posterior realização do teste de ELISA. 

 

 2.2. Obtenção do tecido tumoral  
 

  Durante a exérese tumoral, foram coletados dois fragmentos tumorais de pelo 

menos três centímetros de diâmetro, armazenados em temperatura ambiente, em tubos 

tipo falcon de polipropileno de 15 e 50 mL estéreis: um contendo formol 10%, para 

posterior preparação histopatólogica e visibilização em Hematoxilina-Eosina (HE) e 

outro contendo solução estabilizadora de RNA - RNAlater (Life Technologies®) para 

realização da técnica de qPCR.  

 

 2.3. Preparação dos fragmentos tumorais e confecção das lâminas 
  

O fragmento tumoral armazenado em tubo de polipropileno tipo falcon de 50 

ml contendo formol 10% foi incluído em parafina para posterior corte histológico em 

micrótomo e coloração pelo método de HE para avaliação histopatológica. O 

procedimento de preparo das lâminas permanentes envolveu as seguintes etapas: 

Fixação: O fragmento tumoral foi colocado em formol 10% por 24 horas seguido de 

álcool 70%; Inclusão: o material foi colocado em cassetes devidamente identificados, 
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passando pelas seguintes etapas: Desidratação em álcool etílico absoluto com aumento 

progressivo da concentração para a retirada da água do interior da célula, diafanização 

em xilol e impregnação em parafina.  

Em seguida, o material emblocado em parafina foi preso ao micrótomo, a 

espessura do corte foi regulada para 3 µm e os cortes colocados em lâmina previamente 

sinalizada e identificada, deixados na estufa a 60ºC por 24 horas.  

 

  2.3.1. Diagnóstico histopatológico 
 

Para o diagnóstico histopatológico, os cortes histológicos foram corados com HE 

seguindo os procedimentos histológicos padrões: desparafinização em xilol, seguida por 

hidratação em álcool absoluto I, II e III finalizando com 6 mergulhos em água corrente. 

Para a coloração de núcleo as lâminas permaneceram em um corante básico 

denominado hematoxilina por 4 a 6 minutos e foram lavadas em água corrente (6 

mergulhos). Em seguida as lâminas foram mergulhadas rapidamente em álcool 70%, 

lavadas com água corrente por 10 minutos e submetidas a 6 mergulhos em álcool 80%. 

Para a coloração de citoplasma as lâminas permaneceram 30 segundos em um corante 

ácido denominado Eosina. Em seguida o tecido foi desidratado em álcool 95% (6 

mergulhos) e álcool absoluto I e II (6 mergulhos em cada) e clarificados em Xilol I, II e 

III (6 mergulhos em cada) finalizando com a montagem das lâminas. 

O diagnóstico histopatológico classificado de acordo com Misdorp 
(89)

 pela AFIP 

(Armed Forces Institute of Pathology) e os parâmetros usados para estadiamento clínico 

estão de acordo com o sistema TNM (tamanho, envolvimento linfonodal, metástase) 
(90) 

estabelecido pela OMS para tumores mamários caninos. 
(91) 

Foi estabelecido o tamanho 

tumoral (T) - T1: < 3cm - T2: entre 3 e 5cm - T3: > 5cm; o envolvimento linfonodal (N) 

- N0: sem envolvimento aparente - N1: envolvimento unilateral - N2: envolvimento 
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bilateral e presença de metástase à distância (M) - M0: sem metástases evidentes - M1: 

metástase à distância incluindo linfonodos não regionais, sendo classificados como I, II, 

III ou IV de acordo com a extensão tumoral e estabelecimento do prognóstico. 

 

  2.3.2. Procedimento imuno-histoquímico 
 

Para o desenvolvimento da técnica de imuno-histoquímica, os cortes histológicos 

dos fragmentos tumorais emblocados em parafina foram desparafinizados em xilol, 

rehidratados em álcool em grau decrescente e incubados em 3% de H2O2 (peróxido de 

hidrogênio) por 30 minutos para o bloqueio da peroxidase endógena. 

A recuperação antigênica foi realizada na panela a vapor com tampão específico 

para cada anticorpo por 35 minutos (Tabela 2), em seguida as lâminas foram encobertas 

com solução contendo soro fetal bovino (BSA)
1
 por 30 minutos e incubadas com o 

anticorpo primário “overnight” (Tabela 2). 

Após o período de incubação, as lâminas foram lavadas em solução tampão PBS
2
 

por 15 minutos e incubadas com anticorpo secundário biotinilado por 20 minutos e 

complexo estreptavidina peroxidase por 10 minutos (Kit STARR TREK Universal HRP 

Detection – Medical Biocare®), seguido de lavagem com PBS por 15 minutos. A 

revelação foi feita com substrato cromógeno DAB (Signet Laboratories®) de 2 a 5 

minutos e a contra-coloração com Hematoxilina de Harrys por 40 segundos. Os tecidos 

foram desidratados em álcool em grau crescente e banhados no xilol antes da montagem 

das lâminas em meio Erv-mount (Erviegas®).  

                                                 
1,2 

Os protocolos de preparo das soluções estão descritos no Apêndice A. 
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 Os controles negativos das reações foram obtidos com omissão do anticorpo 

primário e os tecidos de rim e tumor de mama humano foram utilizados como controle 

positivo das reações de acordo com instruções dos fabricantes dos anticorpos primários. 

 

Tabela 2. Especificações dos anticorpos primários utilizados para o procedimento 

imuno-histoquímico. 

 

Anticorpo Especificidade Diluição Tampão Marca 

VEFG Policlonal (rabbit) 1:500 Citrato pH6
3
 Santa Cruz 

HIF-1α Monoclonal (mouse) 1:50 Citrato pH6 Santa Cruz 

 

 2.4. Quantificação da marcação imuno-histoquímica 
 

A imunomarcação do VEGF e do HIF-1α foi quantificada por densitometria 

óptica. As lâminas foram fotografadas e analisadas ao microscópio Nikon Eclipse E200 

em objetiva de 40X e as proteínas foram quantificadas pelo analisador de imagens 

(software ImageJ). Para cada lâmina foram fotografadas três diferentes áreas e em cada 

área foram marcados 20 pontos, totalizando 60 pontos por lâmina para obter uma média 

relacionada com a intensidade de imunorreatividade. Os valores foram obtidos como 

unidades arbitrárias (u.a.) e a densidade óptica média (D.O.M.) mostrou a intensidade 

de imunomarcação apenas nas áreas imunoreativas. 

 

 2.5. Ensaio imunoenzimático (ELISA)  

 

  2.5.1. Protocolo ELISA (VEGF)  

 

A quantificação da proteína VEGF foi determinada pelo Kit ELISA Quantikine 

Canine VEGF CAVE00 (R&D Systems®). A microplaca de poliestireno de 96 poços 

                                                 
3 
Os protocolos de preparo das soluções estão descritos no Apêndice A. 
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foi pré-revestida pelo fabricante com anticorpo de captura específico anti-VEGF 

(monoclonal mouse anti-canine VEGF). Foram adicionados 100 μL de reagente 

diluente RD1W em cada poço, 100 μL das amostras e do anticorpo padrão em diluições 

seriadas de 2500 – 1250 – 625 – 313 – 156 – 78,1 – 39,10 pg/mL nos respectivos poços. 

Após incubação com filme plástico por 2 horas em temperatura ambiente, foram 

realizadas 3 lavagens com 300 uL de solução de lavagem (20 mL de tampão de lavagem 

concentrado diluído em 480 mL de água destilada). Em seguida, foram adicionados 200 

μL do anticorpo de detecção (policlonal anti-canine VEGF) e incubado com filme 

plástico por 2 horas. Mais uma vez a placa foi lavada e então foram adicionados 200 uL 

de solução com substrato cromógeno resultante da mistura do reagente de cor A (H2O2 - 

R&D Systems®) e B (Tetramethylbenzidine - R&D Systems®) e a placa coberta com 

papel alumínio por 25 minutos em temperatura ambiente, para dar início a reação 

enzimática e ao desenvolvimento da coloração se o antígeno estiver presente. Ao final, 

foram adicionados 50 uL de solução de parada (2N H2SO4) para cessar a reação. As 

amostras foram quantificadas pelo leitor de ELISA (filtro = 450 nm) (ThermoPlate®). 

O cálculo das densidades ópticas foi estabelecido através da curva de ajuste four 

parameter logistic (4-PL) pelo software SkanIt for Multiskan FC 2.5.1.  

 

  2.5.2. Protocolo ELISA (HIF-1α) 
 

A quantificação da proteína HIF-1α foi determinada pelo Kit ELISA Fator de 

Transcrição HIF-1α KA1321 Quantikine (R&D Systems®). No primeiro dia da reação 

foram acrescentados 90 µl de Complete Transcription Factor Binding (CTFB
4
), 10 µl 

do Controle Positivo do Fator de Transcrição HIF-1α e amostras nos respectivos poços 

                                                 
4 
Os protocolos de preparo das soluções estão descritos no Apêndice A. 
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da microplaca de poliestireno. A placa foi coberta com filme plástico e incubada à 4ºC 

“overnight” (no mínimo 12 horas).  No segundo dia, foram realizadas 5 lavagens com 

200 µl de solução de lavagem
5
. Em seguida, foram adicionados 100 µl de anticorpo 

primário anti-HIF-1α já diluído (1:100 em 1X ABB
6
); a placa foi coberta com adesivo 

plástico e incubada por 1 hora em temperatura ambiente. Após o período de incubação, 

novamente a placa foi lavada e foram adicionados 100 µl do anticorpo secundário 

conjugado goat anti-rabbit HIF-1α diluído (1:100 em 1X ABB); a placa foi coberta com 

adesivo plástico e incubada por 1 hora em temperatura ambiente.  Mais uma vez a placa 

foi lavada e então foram adicionados 100 µl de solução substrato cromógeno e a placa 

coberta com papel alumínio, protegida da luz, por 45 minutos em temperatura ambiente. 

Ao final, foram adicionados 100 µl de solução de parada (2N H2SO4) em cada poço 

para cessar a reação enzimática. As amostras foram quantificadas pelo leitor de ELISA 

(filtro = 450 nm) (ThermoPlate®). A unidade de medida da concentração é dada em 

porcentagem com relação às amostras controle.  

 

 2.6. Técnica de PCR quantitativa 

 

  2.6.1. Extração de RNA Total 

 

O RNA total foi extraído dos 30 fragmentos tumorais e seis fragmentos sem 

acometimento tumoral, utilizados como controle, seguindo o protocolo que acompanha 

o reagente Trizol (Invitrogen®).  

Inicialmente, os fragmentos tumorais foram armazenados em tubos falcon de 

polipropileno de 15 mL contendo solução estabilizadora de RNA – RNAlater. Em 

seguida, foram cortados manualmente com o auxílio de uma navalha no tamanho de 100 

                                                 
5, 6 

Os protocolos de preparo das soluções estão descritos no Apêndice A. 
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mg e inseridos em tubo falcon de polipropileno de 50 mL já contendo 1 mL do reagente 

Trizol. Os fragmentos foram triturados com auxílio do macerador (Politron®) e mais 1 

mL de Trizol foi adicionado ao tubo, resultando em 2 mL do reagente Trizol para cada 

100 mg de fragmento tumoral triturado, sendo dividido em 2 tubos eppendorfs de 

polipropileno (1 mL em cada tubo).   Posteriormente, foram adicionados 200 µL de 

clorofórmio para cada 1 mL de Trizol, homogeneizando por inversão e mantendo à 

temperatura ambiente por 3 minutos. 

Os tubos foram centrifugados a 14.000 rcf por 20 minutos a 4º C, resultando em 

uma fase vermelha inferior – fase fenol-clorofórmio – uma interfase, e uma fase aquosa 

superior, na qual o RNA se concentra. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo 

e adicionou-se 400 µL de álcool isopropílico para precipitação do RNA, seguido de 

incubação à temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 14.000 

rcf por 20 minutos à 4º C formando um pellet de RNA, que foi lavado com 1 mL de 

etanol 75% gelado e centrifugado novamente a 7.500 rcf por 7 minutos à 4º C. O 

sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados sobre papel absorvente até secar 

o pellet. Após esta etapa, adicionou-se 30 µL de água DEPC (di-etil pirocarbonato) 

(Invitrogen®) para diluir o pellet. A concentração dos RNAs foi determinada 

utilizando-se o aparelho NanoDrop 2000C Spectrophotometer (Thermo Scientific®) na 

absorbância de 260nm e 280nm. Ao final, as soluções de RNA foram armazenadas a -

80º C. 

Para testar a integridade e qualidade do RNA extraído, uma alíquota de cada 

amostra foi submetida à eletroforese em gel de agarose 1% para análise das bandas 

específicas das subunidades 18S e 28S, representativas do RNAr. O RNA total foi então 
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utilizado para síntese de DNA complementar (cDNA) com a enzima transcriptase 

reversa. 

 

  2.6.2. Obtenção do cDNA 

  

A síntese de cDNA, foi realizada a partir de 2 µg de RNA total seguindo as 

especificações dos fabricantes do Kit High Capacity cDNA (Applied Biosystems®).  

Anteriormente ao uso do Kit as amostras foram tratadas com DNase para eliminar 

qualquer possível resquício de DNA. Em cada tubo acrescentou-se 2 µL de DNase, 2 

µL de Buffer 10X, levando ao termociclador a 25ºC por 15 minutos. Acrescentou-se 

2µL de EDTA (stop solution) e levando ao termociclador novamente a 65ºC por 10 

minutos.  

Após, seguiu-se o uso do kit High Capacity cDNA, calculando a quantidade dos 

reagentes conforme o número de amostras, sempre incluindo o volume referente à 

perdas que podem ocorrer durante a transferência dos reagentes.   

O mix foi preparado no volume final de 20 µL por amostra de RNA. Foram 

misturados 0,8 µL de dNTP, 2 µL de Random Primer, 2 µL de Buffer, 1 µL da enzima 

Multicribe Reverse Transcriptase e 4,2 µL de água DEPC e 10 µL de amostra de RNA 

na concentração de 2 µg. Em seguida, a solução final foi colocada no termociclador, a 

reação apresentou uma etapa inicial de 25º C por 10 minutos, 37º C por 120 minutos e 

foi finalizada a 85º C por 5 minutos. Por fim, as amostras foram armazenadas em 

freezer a -20º C. 
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  2.6.3. Análise da expressão gênica 

 

Um fator importante a ser considerado em experimentos de PCR quantitativo é a 

eficiência de amplificação do gene de interesse e dos genes normalizadores, em função 

da concentração de RNA utilizado através da “curva padrão relativa”. Para esta 

verificação, foram realizadas diluições seriadas de cDNA, sendo testadas as 

concentrações de 100 ng/μL; 10 ng/μL; 1 ng/μL; 0,1 ng/μL; 0,01 ng/μL submetidas à 

amplificação por qPCR.  

O resultado da validação da eficiência é dado por um valor chamado slope, que 

corresponde à inclinação da reta obtida quando se analisa a variação do Ct (Cycle 

threshold) dos genes em função do Log de diferentes quantidades de cDNA. O Ct é o 

momento no qual o sistema de amplificação começa a detectar um aumento no sinal 

associado ao aumento exponencial do produto de PCR na fase linear da reação. 

Os valores do slope foram padronizados refletindo uma eficiência de 

amplificação entre 95% e 105%. A eficiência de amplificação dos iniciadores 

específicos para os genes de interesse e normalizadores foram calculadas de acordo com 

a equação: E=10
(-1/slope)

.  

 A reação de qPCR foi realizada pelo sistema StepOne Plus Real Time PCR 

(Applied Biosystems®) e TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosystems®), 

utilizando-se os iniciadores específicos para os genes VEGFA e HIF1A. Foram testados 

quatro genes candidatos à normalizadores da reação: RPS19 (Ribosomal Protein S19), 

RPL8 (Ribosomal Protein L8), HPRT (Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase) e 

RPS5 (Ribosomal Protein S5). A seleção dos genes endógenos foi feita com auxílio do 

software DataAssist v3.0 (Applied Biosystems®). 
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As sequencias dos primers e probe do gene RPS19 utilizado como controle 

endógeno foram desenhadas com auxílio do software Primer Express 3.0 (Applied 

Biosystems®) considerando o tamanho do produto esperado (aproximadamente 80pb a 

140pb), o conteúdo em dinucleotídeos GC (~60%), a temperatura de anelamento dos 

primers (Tm°= 60°C) e da probe (Tm°= 70°C) e a ausência de homologia com 

seqüências repetitivas no genoma. A Tabela 3 mostra as sequências dos 

oligonucleotídeos iniciadores do gene RPS19. Para os outros genes, os ensaios 

utilizados foram: HIF1A (Cf02741632_m1), VEGFA (Cf02623449_m1) e RPL8 

(Cf02663820_m1). 

 

Tabela 3. Sequência dos oligonucleotídeos do gene RPS19 utilizados na técnica de 

PCR quantitativo para avaliar a expressão gênica relativa. 

 

Gene Sequência 

RPS19 

 

Sense 5´- GCC TTC CTC AAA AAG TCT GGG  – 3´ 

Antisense 5´- GTT CTC ATC GTA GGG AGC AAG C – 3´ 

Probe 5´- 6FAM-CCC TGA ATG GGT GGA C-MGB – 3´ 

 

Após as etapas de padronização, foram realizadas as análises para verificar a 

expressão diferencial dos genes HIF1A e VEGF. As amostras foram testadas em 

triplicatas e, em todos os experimentos houve controle negativo e um pool de amostras 

normais foi escolhido para calibração da reação.  

O mix de cada gene foi preparado adicionando-se 10 μL de TaqMan Universal 

Master Mix, 1 μL de TaqMan Gene Expression e 8 μL de água DEPC. Em seguida, 19 

μL da solução final foram transferidos para cada poço de uma placa de 96 poços de 

poliestireno e adicionou-se 1 μL da amostra de cDNA (100 ng) nos respectivos poços, 

homogeneizando a solução. A placa foi coberta com um adesivo próprio e centrifugada 

a 3.700 rpm por 1 minuto à 25ºC. As condições do qPCR compreenderam uma etapa 
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inicial de 2 minutos a 50°C, desnaturação de 10 minutos a 95°C, seguida de 40 ciclos de 

95ºC por 15 segundos e 60ºC por um minuto para anelamento dos iniciadores e 

extensão das cadeias e 35 segundos a 65°C para coleta do sinal. A curva de dissociação 

foi gerada após amplificação e compreendeu um passo de 15 segundos a 95°C seguido 

de 1 minuto a 60°C. 

Dessa forma, a partir dos valores do Ct de cada amostra, foi calculado o valor da 

expressão relativa dos genes de interesse pelo método de quantificação em relação à 

média dos genes normalizadores utilizados como controle endógeno (ΔΔCt). 
(92) 

Posteriormente, foi calculado o Ct a partir da subtração da média obtida para a 

sequência de interesse por aquela do controle endógeno. Para o cálculo do -Ct, foram 

escolhidas as amostras normais (controle) como calibrador, sendo atribuído a mesma o 

valor de zero como resultado da subtração de seu próprio Ct.  

Nas amostras tumorais, o resultado do -Ct foi calculado a partir das diferenças 

dos valores de Ct de cada um deles em relação ao calibrador. Em seguida, foi 

calculado o 2-Ct. Finalmente, para uma melhor representação gráfica, os resultados 

foram apresentados em uma escala logarítmica de base 10 (Log10).  

 

3. Análise Estatística 

 

 Para avaliar o valor prognóstico e preditivo do VEGF e do HIF-1α, as cadelas 

foram separadas em grupos de acordo com as características clínico-patológicas. 

 Os resultados foram submetidos previamente à análise descritiva para 

determinação da normalidade e foram considerados com distribuição normal. Assim, as 

médias das análises referentes às quantificações séricas, protéicas e expressão gênica 

para  os diferentes grupos foram comparados pelo teste t de student ou ANOVA seguido 
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do teste de Bonferroni. Todos os valores obtidos foram expressos como média ± desvio 

padrão (S.E.M.).  

Para as técnicas de imuno-histoquímica e ELISA, a curva de sobrevida foi 

realizada pelo método de Kaplan Meier. Os pontos de corte para expressão e 

concentração sérica de cada proteína foram estabelecidos através da curva Receiver 

Operating Characteristic (ROC). Foram calculadas a sensibilidade e especificidade 

entre os valores obtidos e a ocorrência de óbito nas cadelas com neoplasia mamária. Os 

valores indicados por meio da curva ROC constituem o ponto de corte que podem 

promover um equilíbrio mais adequado de sensibilidade (verdadeiros positivos) e 

especificidade (falsos positivos) para o índice de expressão protéica como discriminador 

do risco de óbito nas cadelas com neoplasia mamária.  

Para avaliar a influência simultânea dos fatores prognósticos sobre a mortalidade 

foi realizada a regressão logística multivariada. Valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. Todas as análises foram realizadas com auxílio do 

software GraphPad Prism4 e Stats Direct.  
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Resultados 
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III. RESULTADOS 

 

1. Análise da expressão protéica por imuno-histoquímica 

 

A análise imuno-histoquímica das proteínas VEGF e HIF-1α foi realizada nos 

fragmentos tumorais de 30 cadelas com neoplasia mamária. Os resultados obtidos nas 

reações mostraram imunomarcação positiva para VEGF e para o HIF-1α nas células 

tumorais, com marcação evidente no citoplasma, enquanto o estroma não apresentou 

imunorreatividade (Figuras 5 e 6).   

 

 
 

Figura 5. Fotomicrografia do procedimento imunohistoquímico demonstrando a 

marcação do anticorpo anti-VEGF em carcinoma mamário de cadela com diagnóstico 

histopatológico de carcinoma túbulo-papilar. A. Imuno-coloração de média intensidade. 

B. Imuno-coloração de alta intensidade.  Kit STARR TREK, 400X. 
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Figura 6. Fotomicrografia do procedimento imunohistoquímico demonstrando a 

marcação do anticorpo anti-HIF-1α em carcinoma mamário de cadela com diagnóstico 

histopatológico de carcinoma túbulo-papilar. A. Imuno-coloração de baixa intensidade. 

B. Imuno-coloração de média intensidade.  Kit STARR TREK, 400X. 

 

 A comparação entre as reações imuno-histoquímicas para as proteínas analisadas 

demonstrou aumento da intensidade da imunomarcação para a proteína VEGF (166.5 ± 

4.593) quando comparada ao HIF-1α (152.6 ± 4.628) (p=0,03) (Figura 7). 

 

Figura 7. Média da expressão protéica do VEGF e do HIF-1α nos fragmentos tumorais 

das cadelas do grupo de estudo (p=0,03).  

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  
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Os resultados da densitometria óptica foram comparados com as características 

clínico-patológicas das cadelas (tipo histológico, tamanho tumoral, localização tumoral, 

tempo de evolução, comprometimento dos linfonodos, estadiamento clínico, ulceração e 

vascularização) e com a evolução clínica (ocorrência de recidiva tumoral local, 

metástase e óbito). No entanto, não houve diferença estatisticamente significante na 

expressão imuno-histoquímica do VEGF e do HIF-1α em nenhuma das variáveis 

analisadas no grupo estudado (p>0,05) (Tabela 4). 
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Tabela 4. Associação entre as características clinico-patológicas e a média da 

densitometria óptica referente à expressão protéica do VEGF e de HIF-1α nos grupos 

estabelecidos. 

* valor de p estatisticamente significante (teste t student’s, p<0,05). 

# diferente análise estatística (teste Anova)  

Parâmetros  

clínico-patológicos 

 

Número de cadelas 

VEGF  

(u.a.) 

HIF-1α 

(u.a.) 

Tipo Histológico 

Maligno 

Benigno 

p 

 

24 (80%) 

6 (20%) 

 

162,4 ± 5,253 

178,7 ± 7,089 

0,10 

 

153,2 ± 5,150 

168,0 ± 13,94 

0,23 

Tamanho tumoral 

T1 

T2 

T3 

p# 

 

18 (60%) 

4 (13%) 

8 (27%) 

 

 

174,6 ± 4,613 

155,7 ± 19,10 

153,7 ± 8,998 

> 0,05 

 

164,2 ± 6,205 

149,9 ± 14,99 

141,1 ± 8,355 

> 0,05 

Linfonodos regionais 

N0 

N1/N2 

p 

 

20 (67%) 

10 (33%) 

 

169,2 ± 6,362 

154,9 ± 6,298 

0,18 

 

161,6 ± 6,936 

144,8 ± 4,522 

0,13 

Localização Tumoral 

Múltiplos 

Únicos 

p 

 

15 (50%) 

15 (50%) 

 

172,1 ± 5,785 

160,8 ± 7,027 

0,22 

 

149,9 ± 7,063 

162,3 ± 6,867 

0,21 

Tempo de evolução 

1 mês 

Até 6 meses 

Mais que 6 meses 

p# 

 

7 (23%) 

10 (33%) 

13 (44%) 

 

174,6 ± 4,613 

155,7 ± 19,10 

153,7 ± 8,998 

0,09 

 

159,0 ± 10,56 

149,5 ± 6,273 

159,7 ± 10,56 

> 0,05 

Estadiamento clínico 

I 

II 

III 

IV 

p# 

 

17 (57%) 

3 (10%) 

8 (27%) 

2 (6%) 

 

 

177,9 ± 5,049 

159,9 ± 44,56 

156,1 ± 8,381 

152,2 ± 8,290 

> 0,05 

 

166,9 ± 7,245 

157,6 ± 33,94 

143,1 ± 9,120 

144,1 ± 5,529 

> 0,05 

Ulceração 

Sim 

Não 

p 

 

4 (13%) 

26 (87%) 

 

176,2 ± 11,81 

165,0 ± 4,999 

0,41 

 

174,6 ± 15,97 

153,3 ± 5,098 

0,14 

Vascularização 

Abundante 

Moderada 

p 

 

8 (27%) 

22 (73%) 

 

151,8 ± 7,567 

171,8 ± 5,264 

0,06 

 

146,4 ± 10,47 

159,7 ± 5,573 

0,24 

Recidiva 

Sim 

Não 

p 

 

6 (20%) 

24 (80%) 

 

153.5 ± 7.640 

171.3 ± 4.884 

0,12 

 

136,9 ± 5,444 

161,0 ± 5,688 

0,06 

Metástase 

Sim 

Não 

p 

 

6 (20%) 

24 (80%) 

 

160,1 ± 3,033 

167,8 ± 5,467 

0,54 

 

146,3 ± 3,736 

158,6 ± 6,078 

0,33 

Censura 

Óbito 

Vivas 

p 

 

8 (27%) 

22 (73%) 

 

161,5 ± 4,999 

168,3 ± 6,009 

0,51 

 

155,2 ± 80,161 

156,5 ± 6,206 

0,91 
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2. Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

 

 2.1. Concentração sérica do VEGF  

 

A média das concentrações séricas de VEGF das cadelas com neoplasia mamária 

foi de 108 pg/mL e das cadelas controle de 42 pg/mL, com diferença estatisticamente 

significante entre as dosagens dos dois grupos (p=0,03) (Tabela 5; Figura 8). No 

entanto, quando analisados os quatro períodos de coleta subseqüentes, não foi observada 

diferença estatisticamente significante (p>0,05). 

 

 

 

Figura 8. Representação da associação entre a concentração sérica de VEGF em 

cadelas com neoplasia mamária e o grupo controle (p=0,03).  

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  

 

A análise univariada demonstrou aumento estatisticamente significante das 

concentrações de VEGF em tumores com vascularização abundante (p=0,02) (Tabela 5; 

Figura 9), cadelas que apresentaram metástase (p=0,003) (Tabela 5; Figura 10) e óbito 

(p=0,007) (Tabela 5; Figura 11).  
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Figura 9. Representação da associação entre a concentração sérica de VEGF em 

tumores com vascularização abundante e moderada (p=0,02).  

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  

 

 

Figura 10. Representação da associação entre a concentração sérica de VEGF em 

cadelas com neoplasia mamária com e sem metástase (p=0,003).  

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  
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Figura 11. Representação da associação entre a concentração sérica de VEGF em 

cadelas com neoplasia mamária que continuaram vivas e que vieram à óbito (p=0,007).  

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  

 

Para análise da curva de sobrevida, o melhor ponto de corte para discriminar o 

risco de óbito elevado nas cadelas do grupo teste foi de 75,483 pg/mL (Sensibilidade 

(95%IC) = 71% e Especificidade (95%IC) = 93%) (Figura 12).  

Para avaliar a relação entre os níveis de VEGF no soro e a sobrevida das cadelas 

foi realizado o teste Kaplan Meier. Este procedimento demonstrou associação entre a 

alta concentração da proteína e a baixa taxa de sobrevida (O.R. 0,08117; IC 95%= 

0,002003 a 0,09454; p<0,0001) (Figura 13). 
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Figura 12. Valor de corte estabelecido para ocorrência de óbito pela curva ROC no 

grupo teste (n=30). Sensibilidade (95%IC) = 71%, Especificidade (95%IC) = 93%.   

 

 

Figura 13. Sobrevida global das cadelas com alta e baixa concentração de VEGF (valor 

de corte: 75,483 pg/mL) (O.R. 0.08117; IC 95%= 0,002003 a 0,09454; p<0,0001). 
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Tabela 5. Associação entre a concentração sérica de VEGF e os parâmetros clínico-

patológicos das cadelas do grupo de estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 * valor de p estatisticamente significante (teste t student’s, p<0,05)  

 # diferente análise estatística (teste Anova) 

Parâmetros  

clínico-patológicos 

 

Número de cadelas 

VEGF  

(pg/mL) 

Característica Clínica 

Controle 

Amostras 

p 

 

50 

30 

 

42,60 ± 6,325 

108,2 ± 37,28 

0,03* 

Tipo Histológico 

Maligno 

Benigno 

p 

 

24 (80%) 

6 (20%) 

 

125,4 ± 46,98 

46,23 ± 13,11 

0,39 

Tamanho tumoral 

T1 

T2 

T3 

p# 

 

18 (60%) 

4 (13%) 

8 (27%) 

 

 

122,1 ± 58,12  

132,8 ± 108,6 

63,40 ± 6,664 

> 0.05 

Linfonodos regionais 

N0 

N1/N2 

p 

 

20 (67%) 

10 (33%) 

 

106,9 ± 51,31 

111,0 ± 41,25 

0,96 

Localização Tumoral 

Múltiplos 

Únicos 

p 

 

15 (50%) 

15 (50%) 

 

146,2 ± 71,87 

78,88 ± 36,93 

0,38 

Tempo de evolução 

1 mês 

Até 6 meses 

Mais que 6 meses 

p# 

 

7 (23%) 

10 (33%) 

13 (44%) 

 

19,96 ± 7,074 

133,8 ± 58,29 

108,2 ± 37,28 

> 0,05 

Estadiamento clínico 

I 

II 

III 

IV 

p# 

 

17 (57%) 

3 (10%) 

8 (27%) 

2 (6%) 

 

 

125,6 ± 62,65 

187,1 ± 162,9 

57,80 ± 7,944 

37,85 ± 37,85 

> 0.05 

Ulceração 

Sim 

Não 

p 

 

4 (13%) 

26 (87%) 

 

225,6 ± 168,9 

83,95 ± 30,99 

0,16 

Vascularização 

Abundante 

Moderada 

p 

 

8 (27%) 

22 (73%) 

 

247,7 ± 121,4 

58,93 ± 19,49 

0,02* 

Recidiva 

Sim 

Não 

p 

 

6 (20%) 

24 (80%) 

 

43,37 ± 6,416 

121,8 ± 44,67 

0,43 

Metástase 

Sim 

Não 

p 

 

6 (20%) 

24 (80%) 

 

206,4 ± 94,40 

42,64 ± 7,708 

0,003* 

Censura 

Óbito 

Vivas 

p 

 

8 (27%) 

22 (73%) 

 

238,1 ± 92,95 

38,84 ± 7,631 

0,007* 
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 2.2. Concentração sérica do HIF-1α  

 

A concentração sérica de HIF-1α das cadelas com neoplasia mamária foi 20% 

menor do que nas cadelas controle, sendo esta diferença estatisticamente significante 

(p=0,0006) (Tabela 6; Figura 14).  

 

 

Figura 14. Representação da associação entre a concentração sérica de HIF-1α em 

cadelas com neoplasia mamária e o grupo controle (p=0,0006).  

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  

 

Quando relacionados o percentual sérico de HIF-1α com as características 

clínico-patológicas e evolução clínica, foi observado aumento estatisticamente 

significante dos níveis de HIF-1α em cadelas com histórico de recidiva tumoral 

(p=0,03) (Tabela 6; Figura 15).   
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Figura 15. Representação da associação entre a concentração sérica de HIF-1α em 

cadelas com neoplasia mamária com e sem histórico de recidiva tumoral (p=0,03).  

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  

 

Para análise da curva de sobrevida, o melhor ponto de corte para discriminar o 

risco de óbito elevado nas cadelas do grupo teste foi de 71,825% de HIF-1α no soro 

(sensibilidade de 63% e especificidade de 77%) (Figura 16). Não foi encontrada 

associação entre o percentual de HIF-1α no soro e a sobrevida das cadelas através do 

teste de Kaplan Meier (O.R. 2,392; IC 95%= 0,4735 a 20,32; p>0,05) (Figura 17). 

 

Figura 16. Valor de corte estabelecido para ocorrência de óbito pela curva ROC no 

grupo teste (n=30). Sensibilidade (95%IC) = 63%, Especificidade (95%IC) = 77%.   
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Figura 17. Sobrevida global das cadelas com alta e baixa concentração de HIF-1α 

(valor de corte: 71,825% de HIF-1α no soro) (O.R. 2,392; IC 95%= 0,4735 a 20,32; 

p>0,05). 
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Tabela 6. Associação entre o percentual sérico de HIF-1α e os parâmetros clínico-

patológicos das cadelas do grupo de estudo. 

* valor de p estatisticamente significante (teste t student’s, p<0,05). 

# diferente análise estatística (teste Anova) 

 

Parâmetros  

clínico-patológicos 

 

Número de cadelas 

HIF-1α  

(% em relação ao controle) 

Característica Clínica 

Controle 

Amostras 

p 

 

50 

30 

 

100,0 ± 4,864 

79,84 ± 2,635 

0,0006* 

Tipo Histológico 

Maligno 

Benigno 

p 

 

24 (80%) 

6 (20%) 

 

78,56 ± 3,266 

83,37 ± 4,181 

0,42 

Tamanho tumoral 

T1 

T2 

T3 

p# 

 

18 (60%) 

4 (13%) 

8 (27%) 

 

 

81,41 ± 2,714 

89,14 ± 14,12 

71,66 ± 2,903 

> 0.05 

Linfonodos regionais 

N0 

N1/N2 

p 

 

20 (67%) 

10 (33%) 

 

78,76 ± 2,323 

83,05 ± 8,085 

0,49 

Localização Tumoral 

Múltiplos 

Únicos 

p 

 

15 (50%) 

15 (50%) 

 

78,41 ± 4,590 

81,27 ± 2,723 

0,59 

Tempo de evolução 

1 mês 

Até 6 meses 

Mais que 6 meses 

p# 

 

7 (23%) 

10 (33%) 

13 (44%) 

 

80,34 ± 3,773 

77,98 ± 3,379 

81,00 ± 5,288 

> 0.05 

Estadiamento clínico 

I 

II 

III 

IV 

p# 

 

17 (57%) 

3 (10%) 

8 (27%) 

2 (6%) 

 

 

82,00 ± 3,155 

80,16 ± 2,565 

78,42 ± 8,886 

75,99 ± 3,872 

> 0.05 

Ulceração 

Sim 

Não 

p 

 

4 (13%) 

26 (87%) 

 

72,95 ± 4,249 

80,90 ± 2,937 

0,31 

Vascularização 

Abundante 

Moderada 

p 

 

8 (27%) 

22 (73%) 

 

76,95 ± 7,928 

80,89 ± 2,294 

0,51 

Recidiva 

Sim 

Não 

p 

 

6 (20%) 

24 (80%) 

 

92,73 ± 9,778 

77,60 ± 2,357 

0,03* 

Metástase 

Sim 

Não 

p 

 

6 (20%) 

24 (80%) 

 

77,72 ± 4,241 

80,26 ± 3,070 

0,72 

Censura 

Óbito 

Vivas 

p 

 

8 (27%) 

22 (73%) 

 

79,28 ± 8,175 

80,04 ± 2,229 

0,90 
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Para análise multivariada, quando cada característica clínico-patológica foi 

associada ao maior risco de óbito, houve correlação estatisticamente significante entre 

ambos metástase (O.R. 0,031831 a 0,795915; p=0,03) e alta concentração sérica de 

VEGF (O.R. 0,209823 a 0,893251; p=0,003) (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Regressão logística multivariada em cadelas com neoplasia mamária e a 

associação entre a influência das concentrações do VEGF e HIF-1α e alguns parâmetros 

clinico-patológicos com aumento do risco de óbito.  

 

Variáveis 

clinico-patológicas 

E.S. 95% I.C. p 

Tempo de evolução 0,062822 -0,201779  a  0,327424 0,62 

Tipo histológico 0,144504 -0,242743  a  0,360119 0,68 

Metástase 0,183149 0,031831  a  0,795915 0,03* 

Recidiva 0,149249 -0,200127  a  0,422529 0,46 

Localização tumoral 0,017108 -0,210552  a  0,244769 0,87 

Estadiamento clínico 0,128702 -0,126907  a  0,41003 0,28 

Vascularização 0,145357 -0,096884  a  0,509534 0,17 

Concentração sérica VEGF 0,163816 0,209823  a  0,893251 0,003* 

Percentual sérico HIF-1α  0,118175 -0,218706  a  0,274312 0,81 

S.E. Erro padrão; I.C. Intervalo de confiança 

* valor de p estatisticamente significante 

 

 

 

3. PCR em Tempo Real 

 

 3.1. Quantificação do RNA 

 

 A concentração dos RNAs foi determinada utilizando-se o aparelho NanoDrop 

2000C Spectrophotometer (Thermo Scientific®) na absorbância de 260 nm e 280 nm. 

Todas as quantificações estão descritas na Tabela 8. 
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Tabela 8. Quantificação das amostras de RNA extraído pelo método do Trizol. 

 

Amostra do tecido tumoral de 

cada cadela 

Leitura (ng/µl) 260/280 nm 

C1 2.104,8 1,94 

C2 1.481,5 1,94 

C3 2.620,4 2,00 

C4 1.404,2 2,03 

C5 1.149,6 1,90 

C6 1.166,2 1,83 

C7 1.173,8 1,86 

C8 1.093,8 1,82 

C9 973,3 1,85 

C10 1.388,9 1,88 

C11 1.563,0 1,89 

C12 944,0 1,60 

C13 396,5 1,70 

C14 2.133,4 1,87 

C15 1.810,8 1,76 

C16 214,2 1,52 

C17 2.716,9 1,89 

C18 737,6 1,72 

C19 1.534,9 1,56 

C20 1.117,3 1,71 

C21 836,7 1,44 

C22 1.262,0 1,64 

C23 1.100,6 1,51 

C24 890,4 1,79 

C25 428,2 1,67 

C26 1.473,8 1,86 

C27 1.576,8 1,89 

C28 2.361,2 1,88 

C29 975,9 1,65 

C30 863,9 1,38 

 

 

 3.2. Integridade do RNA 
 

 A integridade do RNA foi constatada pela presença das subunidades 

ribossômicas 18S e 28S (Figura 18), sendo desprezadas as amostras que apresentaram o 

RNA degradado.  
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Figura 18. Padrão eletroforético das subunidades 18S e 28S do RNA em gel de agarose 

1% corado com brometo de etídeo. Note que há separação das duas bandas do RNA 

ribossomal na maioria das amostras (seta). 

 

 

 3.3. Seleção dos genes endógenos 
 

 A seleção dos genes endógenos foi feita com auxílio do software DataAssist 

v3.0 (Applied Biosystems®), sendo utilizados como normalizadores da reação os genes 

que apresentaram maior estabilidade de amplificação (score menor que 1,5) entre as 

amostras do mesmo grupo de tecido mamário neoplásico e normal e entre todas as 

amostras analisadas. Os genes normalizadores RPS19 (Ribosomal Protein S19) (score 

0,9471) e RPL8 (Ribosomal Protein L8) (score 1,05) foram selecionados como 

controles endógenos da reação, pois mostraram maior estabilidade de amplificação 

(score menor que 1,5) entre amostras de tecido mamário neoplásico e normal, nos quais 

foram testados também os genes HPRT (Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase) 

(score 1,2895) e RPS5 (Ribosomal Protein S5) (score 1,6397) (Figura 19). 
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Figura 19. Análise realizada pelo Software DataAssist v3.0 mostrando a estabilidade dos genes candidatos à controles endógenos. 

Amostras 
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 3.4. Análise da expressão gênica 

 

  3.4.1. Expressão gênica do VEGFA 

 

 No grupo de estudo (n=30 cadelas), 57% dos tumores com vascularização 

abundante apresentaram superexpressão do gene VEGFA (números 3, 4, 11 e 21) 

(Figura 20), representando aumento estatisticamente significante (p=0,02; Figura 21) 

quando comparados aos 68% dos tumores com vascularização moderada que 

apresentaram subexpressão (números 2, 6, 8, 9, 10, 15, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 24, 26 e 

29) (Figura 20). 

 Das cadelas sem histórico de recidiva tumoral, 68% dos tumores apresentaram 

subexpressão do gene VEGFA (números 1, 6, 7, 9, 15, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26 

e 29) (Figura 20), estatisticamente significante (p=0,01; Figura 22) quando comparados 

às cadelas com histórico de recidiva tumoral que apresentaram superexpressão (números 

11, 14 e 21) (Figura 20). 

 Das cadelas que vieram a óbito após a retirada tumoral, 71% dos tumores 

apresentaram superexpressão do gene VEGFA (números 3, 4, 11, 13 e 14) (Figura 20). 

Das cadelas que continuaram vivas durante o período de acompanhamento, 73% dos 

tumores apresentaram subexpressão do gene VEGFA (números 1, 2, 6, 8, 9, 10, 15, 16, 

17, 19, 20, 22, 23, 24, 25 e 29) (Figura 20).  Dessa forma, foi possível observar aumento 

estatisticamente significante da expressão do gene VEGFA nos tumores das cadelas que 

vieram a óbito (p=0,02; Figura 23).   
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Figura 20. Expressão quantitativa do gene VEGFA em tumores mamários de cadelas. 

Valores da expressão gênica em Log10. 

 

 
Figura 21. Representação da associação entre a expressão quantitativa do gene VEGFA 

em tumores mamários de cadelas com irrigação abundante e moderada (p=0,02). 

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  
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Figura 22. Representação da associação entre a expressão quantitativa do gene VEGFA 

em cadelas com neoplasia mamária com e sem histórico de recidiva tumoral (p=0,01). 

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  

 

 

 
Figura 23. Representação da associação entre a expressão quantitativa do gene VEGFA 

em cadelas com neoplasia mamária que continuaram vivas e que vieram à óbito 

(p=0,02). 

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  
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  3.4.2. Expressão gênica do HIF-1A 

 Das 30 cadelas estudadas, 86% dos tumores com irrigação moderada 

apresentaram superexpressão do gene HIF-1A (números 2, 5, 6, 8, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 

17, 19, 20, 22, 23, 24, 26, 29 e 30) (Figura 24), representando aumento estatisticamente 

significante (p=0,01; Figura 25) quando comparados aos tumores com irrigação 

abundante que apresentaram subexpressão (números 3, 4 e 11) (Figura 24). 

 Das cadelas que continuaram vivas durante o estudo, 91% dos tumores 

apresentaram superexpressão do gene HIF-1A (números 1, 2, 5, 6, 8, 9, 10, 12, 15, 16, 

17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 29 e 30) (Figura 24) enquanto 50% dos tumores das 

cadelas que vieram à óbito apresentaram subexpressão do gene HIF-1A (números 3,4 

,11 e 14) (Figura 24), sendo possível observar diferença estatisticamente significante 

quando comparados esses dois grupos (p=0,003; Figura 26).  

 

 
 

Figura 24. Expressão quantitativa do gene HIF-1A em tumores mamários de cadelas. 

Valores da expressão gênica em Log10. 
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Figura 25.  Representação da associação entre a expressão quantitativa do gene HIF-1A 

em tumores mamários de cadelas com irrigação abundante e moderada (p=0,01). 

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  

 

 

Figura 26. Representação da associação entre a expressão quantitativa do gene HIF-1A 

em cadelas com neoplasia mamária que continuaram vivas e que vieram à óbito 

(p=0,003). 

* p= valor significativo pelo teste t student’s.  
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Discussão 
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IV. DISCUSSÃO  

Os fatores angiogênicos desempenham um papel importante no crescimento 

tumoral e desenvolvimento de metástases 
(93), 

sendo a hipóxia uma condição essencial 

para o processo de angiogênese. 
(86)

 Neste estudo foram avaliados os dois principais 

fatores desencadeadores do processo de angiogênese e sua relação com o prognóstico 

das cadelas com neoplasia mamária.  

A técnica de imuno-histoquímica evidenciou a marcação citoplasmática do 

VEGF e do HIF-1α em todos os fragmentos tumorais. Do mesmo modo, Qiu et al. 
(76)

 

analisou a expressão do VEGF em tumores malignos e benignos e em tecido normal de 

mama de cadelas, demonstrando marcação evidente nas células tumorais com aumento 

significante da expressão dessa proteína no tecido neoplásico quando comparado ao 

normal, bem como nos tumores malignos quando comparados aos benignos sugerindo o 

envolvimento do VEGF na progressão tumoral. A imunohistoquímica tem sido utilizada 

para verificar a expressão do HIF-1α em diversos tipos de câncer, incluindo o câncer de 

mama. 
(86)

 Schindl et al. 
(93) 

encontraram marcação citoplasmática forte do HIF-1α em 

23% dos tecidos de pacientes com neoplasia mamária. 

Nossos resultados não demonstraram correlação entre a expressão imuno-

histoquímica do VEGF e do HIF-1α com nenhuma das variáveis analisadas no grupo 

estudado. Ao contrário, Al-Dissi et al.
 (45) 

demonstraram associação entre o aumento da 

expressão do VEGF e o aumento do marcador de proliferação celular Ki-67 em 

adenocarcinoma mamário de cães. Assim como o estudo de Millanta et al. 
(94) 

que 

relacionou o aumento da expressão do VEGF com comportamento tumoral mais 

agressivo. Estudo de Zhong et al. 
(95)  

encontrou aumento da expressão do HIF-1α em 

29% dos tumores primários de mulheres e em 69% dos tumores com metástase, 
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demonstrando a participação desse fator na progressão tumoral. Ainda, de acordo com 

Generali et al. 
(96)

, o aumento da expressão do HIF-1α pode caracterizar baixa resposta à 

terapia adjuvante com tamoxifeno desfavorecendo o prognóstico de pacientes com 

câncer de mama. 

Nesse estudo, a expressão imuno-histoquímica do VEGF foi significantemente 

maior do que a do HIF-1α. A expressão do VEGF nas células tumorais está sob o 

controle do HIF-1.
 (40, 61)

, entretanto, a ativação de oncogenes e a perda da função de 

genes supressores tumorais, como o PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog Deleted 

on Chromosome 10), pVHL e p53 têm sido demonstrada como capaz de modular a 

expressão do HIF-1 em alguns tipos tumorais. 
(97)

 

Na oncologia veterinária, a expressão do VEGF e a sua relação com o 

comportamento biológico dos tumores é ainda pouco estudada, no entanto, a expressão 

do VEGF tem sido correlacionada com pior prognóstico 
(2)

, assim como a expressão do 

HIF-1α. 
(95)

 

Como verificado pela técnica de ELISA, os níveis séricos de VEGF foram 

significativamente maiores nas cadelas com neoplasia mamária, quando comparados aos 

controles. Da mesma forma, alguns estudos têm relacionado fatores angiogênicos e 

inflamatórios à malignidade tumoral e indicam que esses marcadores podem ser usados 

para predizer o prognóstico. 
(98-99)

 Estudo de Kato et al. 
(100) 

demonstrou aumento dos 

níveis séricos de VEGF em cadelas com neoplasia mamária maligna quanto comparados 

às cadelas com neoplasia mamária benigna, assim como nas cadelas que apresentaram 

metástase pulmonar após a retirada do tumor. De acordo com Thielemann et al. 
(101) 

altos níveis de VEGF foram verificados em pacientes com câncer de mama de pior 

estadiamento clínico e com metástase para linfonodos axilares, indicando o importante 
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papel do VEGF na neovascularização dos tumores. Assim como nos estudos de Jia et al. 

(102) 
e Kapahi et al. 

(103)
 que encontraram elevadas concentrações de VEGF em pacientes 

com câncer de mama bem como sua relação com a baixa taxa de sobrevida. No entanto, 

Duranyildiz et al. 
(104) 

e El Tarhouny et al. 
(105) 

 não encontraram diferença significante 

nos níveis séricos de VEGF entre os grupos com câncer de mama e controle. 

As correlações entre o aumento nos níveis de VEGF e os fatores de malignidade 

tumoral, envolvendo os parâmetros clinico-patológicos indicadores de pior evolução 

clínica, podem caracterizar esse fator de crescimento como marcador de prognóstico 

ruim. Trabalhos relacionando o VEGF com esses parâmetros apresentam resultados 

controversos na literatura. Estudos de Coskun et al. 
(106) 

e Perez-Rivas et al. 
(107) 

verificaram altos níveis de VEGF em pacientes com tumores de mama altamente 

invasivos e metastáticos. Da mesma forma, Berezov et al. 
(108)

 encontraram relação 

significativa entre o aumento dos níveis de VEGF e tumores infiltrativos considerando-

o como um fator prognóstico de avaliação conjunto aos sinais clínicos e morfológicos 

do câncer de mama. Ao contrário, Hodorowicz-Zaniewska et al. 
(109) 

não encontraram 

associação entre os níveis de VEGF e os parâmetros clínico-patológicos estudados, e 

portanto não consideram o VEGF um potencial marcador prognóstico no câncer de 

mama. Nesse sentido, o VEGF tem sido considerado um importante indicador do 

desenvolvimento do câncer, sendo seus níveis séricos muitas vezes utilizados para 

estimar o grau de progressão do tumor. 
(110)

 

Pela curva de Kaplan-Meier foi observado que 75% das cadelas que vieram a 

óbito apresentaram níveis elevados de VEGF. Esses resultados sugerem que o aumento 

nos níveis desse fator de crescimento pode ser considerado uma marcação prognóstica 

independente para a sobrevida e na identificação de pacientes com pior prognóstico. A 
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angiogênese tem seu papel no desenvolvimento do tumor e na formação de metástases, 

sendo um importante fator preditor do tempo livre da doença e da taxa de sobrevida 

global de pacientes com câncer. 
(20) 

Ao contrário, Bachelot et al. 
(111) 

não encontraram 

relação entre a taxa de sobrevida de pacientes com câncer de mama e os níveis séricos 

de VEGF.  

Através da análise multivariada com relação ao óbito, foi encontrada associação 

entre o desenvolvimento de metástase e o aumento nas concentrações de VEGF. Tem-se 

bem estabelecido na literatura que o risco de recidiva e óbito em pacientes com câncer 

de mama é relativamente proporcional ao tamanho tumoral, envolvimento de linfonodos 

e presença de metástases. 
(20) 

Além disso, de acordo com Kato et al. 
(100)

 o aumento na 

concentração sérica de VEGF pode ser utilizado como marcador para progressão 

tumoral, recidiva, bem como para a sobrevida dos pacientes com câncer de mama, além 

de estar relacionado com a baixa resposta à terapias.  

Ao contrário dos achados para VEGF, os níveis séricos de HIF-1α foram 

menores nas cadelas com neoplasia mamária quando comparadas às controles. A 

quantificação do HIF-1α no soro de cadelas com neoplasia mamária é escassa na 

literatura. Ece et al. 
(112) 

analisaram os níveis séricos de HIF-1α em pacientes diabéticos 

com câncer de mama e em pacientes saudáveis, demonstrando aumento significativo 

desse fator no soro dos pacientes com câncer de mama. Estudo de Liang et al. 
(113) 

encontraram aumento dos níveis séricos de HIF-1α em pacientes com câncer de pulmão, 

assim como Jia et al. 
(114) 

que encontraram aumento dos níveis séricos de HIF-1α em 

pacientes com câncer de fígado.  

Por outro lado, os níveis séricos de HIF-1α foram significantemente maiores em 

cadelas que apresentaram recidiva tumoral. No câncer de mama, o HIF-1α, um 
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importante fator que age como regulador central em situações de hipóxia e tem 

demonstrado associação com a morbidade e mortalidade. 
(112)

 

Nesse estudo, a técnica de qPCR foi realizada a fim de verificar a influência da 

expressão gênica do VEGFA e do HIF-1A no prognóstico das cadelas com neoplasia 

mamária. Como esperado, o VEGFA demonstrou-se superexpresso em tumores com 

características de pior prognóstico, ao contrário da expressão gênica do HIF-1A. 

Diversos autores têm demonstrado que em condições de hipóxia, os HIFs podem 

induzir a expressão de inúmeros genes, em especial do VEGF.
 (61, 42, 70, 115)

 No entanto, 

neste estudo, a expressão gênica do HIF-1A não seguiu o mesmo padrão que a 

expressão gênica do VEGFA, e isto pode se justificar pelo fato do HIF-1A agir 

sinergicamente com outros fatores que regulam a produção do VEGFA, em resposta a 

hipóxia. 
(116)

 

Estudos de Mohammed et al. 
(117)

, Santos et al. 
(2) 

Zhang et al. 
(47) 

e  Koukourakis 

et al. 
(75) 

associaram o aumento da expressão gênica de VEGF com maior agressividade 

das células tumorais, ocorrência de metástase e pior sobrevida de pacientes com 

neoplasia mamária. Em cães, a expressão gênica do VEGF foi previamente estudada por 

qPCR e o aumento da sua expressão foi relacionado à maior agressividade tumoral. 
(94) 

Em concordância com os nossos resultados, Kallergi et al. 
(40) 

analisaram a expressão 

gênica de VEGF em linhagens de células de câncer de mama metastática (MDA-MB-

231) e não metastática (MCF-7), encontrando aumento da expressão do VEGF nas 

células mais agressivas, especialmente as metastáticas.  

No presente estudo, o gene HIF-1α apresentou-se superexpresso em tumores 

com características de melhor prognóstico. A hipóxia desempenha um papel crítico na 

formação de metástase em tumores de mama. Está bem estabelecido que o HIF-1α é um 
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regulador da homeostase do oxigênio nos tecidos funcionando como modulador da 

sobrevivência das células. Nesse contexto, o aumento da expressão do HIF-1α em 

vários tipos de câncer tem sido associado com comportamento agressivo, 

desenvolvimento de metástases à distância, bem como resistência a tratamentos em 

pacientes com câncer de mama. 
(83) 

Assim, ao contrário dos nossos resultados, Schito et 

al. 
(118) 

relacionou o aumento da expressão dos HIFs com a invasão tecidual e 

consequente progressão do câncer. 

  Resultados que relacionam o papel HIF-1α com a progressão do câncer na 

literatura são controversos, uma vez que, em condições de hipóxia grave, este fator se 

comporta como um gene capaz de promover a apoptose e morte celular 
(60, 119)

,
 

entretanto, a maioria dos autores sugerem que o HIF-1α pode ser adicionado à lista de 

novos e promissores fatores prognósticos fornecendo informações importantes no 

manejo clínico de pacientes com câncer de mama. 
(97)

  

Nesse contexto, diversas pesquisas dedicam-se a desenvolver estratégias de 

tratamento que possam inibir a progressão tumoral, sendo a via mediada pelo VEGF 

e/ou HIF-1α, o principal alvo de novos agentes terapêuticos. 
(58, 120-121) 
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Conclusões 
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V. CONCLUSÕES 

 

 

O presente trabalho permite concluir que: 

 

 

1. A relação entre a alta expressão imuno-histoquímica do VEGF e a baixa 

expressão do HIF-1α nos tecidos tumorais sugere que outros mecanismos podem 

ativar a transcrição do VEGF na angiogênese dos tumores mamários. 

 

2. Altos níveis séricos de VEGF, bem como o aumento da expressão gênica no 

tecido de cadelas com neoplasia mamária tiveram relação com parâmetros 

clínico-patológicos de prognóstico reservado e pior evolução clínica sugerindo o 

importante papel desse fator na progressão da doença, destacando-o como 

potencial marcador prognóstico para cadelas com neoplasia mamária.   

 

3. O aumento do percentual sérico do HIF-1α nas cadelas do grupo controle, nas 

cadelas com neoplasia mamária e histórico de recidiva tumoral, bem como o 

aumento da expressão gênica do HIF-1A no tecido de cadelas com melhor 

prognóstico reforça o papel controverso do HIF-1α na progressão tumoral, não 

confirmando esse fator como marcador prognóstico em neoplasias mamárias. 
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VII. APÊNDICE 

Apêndice A: Protocolos de preparo das soluções. 

 

1
 BSA  PBS---------- 12 mL         

            BSA----------- 0,5 g 

 

 
2
 PBS   Cloreto de Sódio -------------------------------------- 16,36 g 

             Fosfato de Sódio Dibásico -------------------------- 2,1 g 

             Fosfato de Sódio Monobásico di-hidratado -----   0,6 g  

       Água Destilada --------------------------------------- 2000 mL 

 

 

3
 Tampão citrato (pH 6,0)   Ácido Cítrico -------- 2,1 g 

                                               Água Destilada ---- 1000 mL  

 

Solução de hidróxido de sódio (NaOH) para regulação do pH do acido cítrico  

                  NaOH --------------- 1,6 g 

                   Água Destilada --- 20 ml  

 
4
 CTFB      Água Destilada -------------------------------------------- 73 µL 

             4x Transcription Factor Binding Assay Buffer ------- 25 µL 

                   Reagente A ------------------------------------------------- 1 µL 

                   300 mM de DTT ------------------------------------------- 1 µL 

 

Solução de 300 mM de DTT 

DTT ----------------- 0,5 g 

                   Água Destilada --- 12,5 ml  

 

 
5
 Tampão de Lavagem         Água Destilada ------------------------ 2 L 

           Wash Buffer 400x -------------------- 5 mL 

           Polysorbate 20 ------------------------ 1 mL 

 

 
6
 ABB       Transcription Factor Antibody Binding Buffer ------------------ 3 mL 

                  H2O Destilada -------------------------------------------------------- 27 mL 

 



75 

 

Anexos



76 

 

VIII. ANEXOS 
 

ANEXO A - Modelo do Termo de Consentimento livre e esclarecido 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
(De acordo com os princípios éticos estabelecidos na Lei nº 11.794/2008 e na resolução nº 714/2002) 

  

Título da Pesquisa: “Detecção de potenciais marcadores prognósticos e preditivos em 

neoplasia mamária de cadelas” 

  “Avaliação de novos marcadores prognósticos e preditivos em neoplasia mamária de 

cadelas: Avaliação sérica e molecular do VEGF e do HIF-1” 

  “Avaliação de novos marcadores prognósticos e preditivos em neoplasia mamária de 

cadelas: Expressão dos receptores MT1 e MT2 e ação da melatonina em cultura 

primária” 

 

Pesquisadores Responsáveis: Profª. Dra. Debora A. P. C. Zuccari – Coordenadora / 

Marina Gobbe Moschetta – Mestranda / Juliana Ramos Lopes – Mestranda. 

 

Para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no câncer de mama em 

cadelas, os pesquisadores estão desenvolvendo uma pesquisa científica que poderá 

melhorar o nosso conhecimento sobre esse tumor e, portanto oferecer novas 

possibilidades de tratamento e de melhora na qualidade de vida dos nossos animais de 

estimação. 

 

A. O estudo tem como objetivo avaliar o papel do fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF) e do fator induzido por hipóxia (HIF-1) em cadelas em diferentes 

momentos, além de avaliar a ação da melatonina em cultivo celular; a fim de 

verificar a relação entre os valores e utilizá-los como marcadores de crescimento 

tumoral e no surgimento de metástases.  

B. Será coletada uma amostra sanguínea do animal (3 mL) no momento da cirurgia e 

posteriores coletas serão feitas: um mês após a cirurgia, seis meses após a cirurgia e 

12 meses após a cirurgia. 

C. Após a cirurgia para retirada do tumor será cortado parte deste material, um 

pedacinho que será enviado ao laboratório para diagnóstico histopatológico. Não 

haverá mudança na técnica cirúrgica para esta coleta. 
 

Declaro que, após ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador sobre a 

utilização para estudo de amostra sanguínea e um fragmento da lesão tumoral 

(pedacinho de 1 cm do tumor) a ser retirado durante o procedimento cirúrgico, já 

estipulado no tratamento, consinto em participar livre e espontaneamente deste estudo e 

me comprometo a manter contato com o grupo para as 3 coletas subseqüentes em 1 

mês, 6 meses e 12 meses após a cirurgia. 
 

Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questão. E comprometo-me a 

conceder a coleta de amostras sanguíneas da minha cadela durante os quatro períodos da 
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pesquisa e ainda, comprometo-me a manter o pesquisador informado no caso de 

mudança de endereço ou telefone. 

 

 

Nome do(a) proprietário(a):  

 

Nome da cadela:  

 

Endereço residencial:                                                                            nº 

 

Bairro:                                          Telefone residencial:                        Celular:  

 

Data:......../......../............./ Assinatura:............................................................ 

     

 

Declaração de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e benefícios 

deste estudo. Coloquei-me a disposição para perguntas e respondi a todas. Obtive o 

consentimento de maneira livre e me coloquei à disposição para esclarecimento de 

qualquer dúvida sobre o estudo pelos endereços abaixo indicados. 
 

 

Nome do(a) pesquisador: 

 

 

Data:......../......../............./ Assinatura:................................................... 

Inscrição no Conselho Regional: .......................................................... 

 

Profa. Dra. Debora A.P.C. Zuccari – Laboratório de Investigação Molecular no Câncer – LIMC. 

Av. Brigadeiro Faria Lima, nº 5416  FAMERP - Faculdade de Medicina de São José do Rio 

Preto 

São José do Rio Preto, SP - CEP 15090-000 

Fone: (17) 3201-5885 

e-mail: debora.zuccari@famerp.br 
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ANEXO B - Modelo da Ficha Clínica do animal 

 

 

FICHA CLÍNICA 

 

 

Nome da cadela: _____________________________                Idade: _____________ 

 

História Clínica: 

(   ) Recidiva 

(   ) Metástase 

 

Tempo de evolução:            1mês (   )         até 6 meses (   )             mais de 6 meses (   ) 

 

Número de nódulos:             Único (   )      Múltiplos (   ) 

 

Dimensões do tumor (T): ____x_____x_____(cm) 

T0: ausência do tumor primário evidente ou ausência de recidiva 

T1: < 3 cm 

T2: entre 3 e 5 cm 

T3: > 5 cm 

 

Envolvimento de linfonodos regionais: ________________ 

N0: sem envolvimento evidente 

N1: envolvimento unilateral                      N1a: móveis                     N1b: fixos 

N2: envolvimento bilateral                        N2a: móveis                     N2b: fixos 

Quanto à confirmação histológica de envolvimento de linfonodos: (-) ou (+) 

 

Metástase à distância: ________________ 

M0: sem metástases evidentes 

M1: metástases à distância incluindo linfonodos não regionais 

Mx: impossível avaliar existência de metástases 

 

Características do tumor: 

Ulceração:                   sim (   )     não (   ) 

Vascularização:           moderada (   )     abundante (   ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



79 

 

ANEXO C - Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa 

 

 


