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Resumo
Introducéo: As neoplasias mamaérias sdo o tipo mais comum de tumor na especie
canina, sendo aproximadamente metade desses tumores de carater maligno. A hipoxia,
caraterizada por niveis de oxigénio abaixo do normal, € um conhecido fator adverso ao
tratamento do céancer. O fator de transcricdo HIF -1a é o regulador central da resposta
fisiopatoldgica das células de mamiferos para baixos niveis de oxigénio, capaz de ativar
a transcricdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que por sua vez,
promove a angiogénese atraves da sua capacidade de estimular o crescimento, migracao
e invasdo de células endoteliais, contribuindo para o crescimento tumoral. Objetivos:
Avaliar a concentracdo sérica e a expressdo génica do VEGF e do HIF-1a relacionando-
0s com o0s parametros clinico-patolégicos e a sobrevida de cadelas com neoplasia
mamaria a fim de inferir o possivel valor prognéstico desses fatores. Material e
Meétodos: Foram coletados fragmentos tumorais de 30 cadelas com neoplasia mamaria
para verificar a expressdo protéica do VEGF e do HIF-1a por imuno-histoquimica e a
expressao génica por PCR em Tempo Real. Para determinar a concentracdo sérica do
VEGF e do HIF-1o pelo método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent), foram
coletados soro sanguineo de 50 cadelas controle (saudaveis) e 30 cadelas com neoplasia
mamaria (grupo de estudo). Os resultados encontrados foram estatisticamente
relacionados as caracteristicas clinico-patolégicas. Resultados: A comparacdo entre a
marcacdo imuno-histoquimica das duas proteinas analisadas demonstrou aumento da
intensidade da imunomarcacdo do VEGF (p=0,03). Por meio da técnica de ELISA, foi
possivel observar relacdo entre altos niveis séricos de VEGF com vascularizagdo
abundante (p=0,02), metastase (p=0,003), 6bito (p=0,007) e baixa taxa de sobrevida

(p<0,0001). Além disso, houve aumento dos niveis séricos de VEGF no grupo de estudo
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quando comparados ao grupo controle (p=0,03). Ao contrario, o percentual sérico de
HIF-1a das cadelas com neoplasia mamaria foi 20% menor do que das cadelas do grupo
controle (p=0,0006). No entanto, cadelas com histérico de recidiva tumoral
demonstraram aumento de 15% no percentual sérico de HIF-1a (p=0,03). Quanto a
expressao génica, houve relacdo entre 0 aumento da expressdo génica do VEGFA e
tumores com vascularizacdo abundante (p=0,02), cadelas com historico de recidiva
tumoral (p=0,01) e O&bito (p=0,02). Por outro lado, foi observado aumento
estatisticamente significante da expressdo génica do HIF-1A com vascularizacdo
moderada (p=0,01) e cadelas que continuaram vivas durante o periodo de
acompanhamento (p=0,003). Conclusbes: Nossos resultados demostram correlacédo
entre 0 VEGF e as caracteristicas de pior progndstico, sugerindo que este fator
desempenha um importante papel na progressdo tumoral, podendo ser utilizado como
um potencial marcador progndstico na rotina clinica, sendo 0til na predicdo da

progressao tumoral em cadelas com neoplasia mamaria.

Palavras-chave: Angiogénese, ELISA, Hipoxia, HIF-1a, qPCR, VEGF, neoplasia

mamaria canina.



Xix

Abstract




Xiv

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-1a 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-1a 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-1a by
immunohistochemistry and gene expression by RT-PCR. To determine the serum
concentration of VEGF and HIF-1a 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-1a 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-1a (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-1a, gPCR, VEGF, canine mammary

neoplasia
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I. INTRODUCAO

1. Aspectos Gerais

O céancer de mama é uma preocupacdao mundial, sendo esta, a neoplasia mais
comum entre as mulheres e a quinta maior causa de morte relacionada ao cancer. A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que, por ano, ocorram mais de 1.050.000
novos casos de cancer de mama em todo o mundo. Dados do Instituto Nacional do
Cancer (INCA) @ estimaram a ocorréncia de 52.680 novos casos desse tipo tumoral
para 0 ano de 2012, sendo que desses, 12.852 casos evoluiram para 6bito.

As taxas de mortalidade por céncer de mama continuam elevadas, sendo a
capacidade de invasdo das células tumorais e consequente desenvolvimento de
metastases as principais causas de mortalidade em mulheres com céncer de mama e
cadelas com tumores mamérios malignos. ® No Brasil, o cancer de mama é o que mais
causa mortes entre as mulheres desde 1979. ® Na populagdo mundial, a sobrevida
média apds cinco anos de acompanhamento é de 61% e apesar do progresso no
diagndstico e tratamento nos ultimos 30 anos, essa doenca é ainda responsavel por
quase meio milh&o de mortes por ano no mundo.

A espécie canina € a que apresenta a maior incidéncia de neoplasias mamarias
dentre todos os mamiferos e, quando comparada a mulher, apresenta trés vezes mais
chances de desenvolver essa neoplasia. ®” As neoplasias mamarias representam
aproximadamente 52% de todas as neoplasias que acometem cées, sendo 41 a 53%
desses tumores de caréater maligno. &%

Devido as muitas semelhancas compartilhadas por seres humanos e cées, 0s
tumores mamarios em cadelas prestam-se como modelos apropriados e validos ao

estudo da biologia do cancer * 419 assim como para testes de agentes terapéuticos, ja



que animais de estimacdo tém tumores com apresentacdo histopatoldgica e
comportamento bioldgico similares aqueles que acometem os seres humanos, e
compartilham uma resposta semelhante a cirurgia e a esquemas de quimioterapia. 418
Além disso, os tumores de mama em cadelas constituem um desafio para clinicos e,
principalmente, para patologistas, uma vez que a nomenclatura e classificacdo desses
tumores tém se revelado muito dificeis e controversas. © ¥

Um amplo nimero de fatores sdo indicadores do progndstico dos pacientes com
cancer de mama, incluindo tipo histologico, tamanho tumoral e comprometimento dos
linfonodos. @ Na espécie canina, alguns aspectos ja estdo bem estabelecidos no
desenvolvimento da neoplasia mamaria: cées de raca tém duas vezes mais chances de
desenvolverem tumores mamarios. A auséncia de receptores de estrogeno e
progesterona e o uso de contraceptivos ©, além de dieta impropria e idade avancada
aumentam as chances de desenvolver a neoplasia, sendo o problema maior, a
negligéncia dos proprietarios, que so levam o animal ao especialista quando o nodulo ja
tem grande diametro, diminuindo as chances de tratamento. ©

O conhecimento dos fatores progndsticos é de fundamental importancia na
determinacdo da conduta terapéutica. A terapia baseada em uma avaliagcdo progndstica
possibilita a aplicagdo das diferentes modalidades terapéuticas utilizadas no tratamento
do cancer com a intensidade e a efetividade adequadas para cada paciente, assim, a
aplicacdo do conhecimento sobre os fatores progndsticos pode influir favoravelmente na
conducdo do processo terapéutico aumentando a sobrevida do paciente. Anualmente
inimeros estudos cientificos sdo publicados apresentando novos fatores, muitos dos

quais promissores. %



Nesse contexto, o estudo da expressdao imuno-histoquimica de marcadores
prognosticos e preditivos do cancer de mama tem se revelado importante ferramenta de
trabalho. A disponibilidade de anticorpos monoclonais que reagem com antigenos
associados aos tumores de mama esta se expandindo progressivamente e, dessa forma,
vem permitindo que se conheca melhor a biologia das neoplasias, oferecendo com isso,
uma avaliagdo mais precisa de prognéstico, diagndstico e tratamento. #*22 Além disso,
pesquisas que verificam caracteristicas moleculares dos tumores mamarios preditivos a
resposta terapéutica tém permitido a introducéo de tratamentos mais efetivos, o que tém
possibilitado o declinio das mortes por cancer de mama e melhorado a qualidade de
vida dos pacientes.

Pesquisas recentes demonstram que além dos marcadores imuno-histoquimicos
presentes nos tumores, uma crescente variedade de biomarcadores estdo sendo
identificados, oferecendo a possibilidade de diagnostico mais detalhado e progndéstico
mais confiavel. ¥

Os biomarcadores sdo macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em
outros liquidos biolégicos, cujo aparecimento e ou alteracbes em suas concentragdes
estdo relacionados com a génese e o crescimento de células neoplasicas. Essas
substancias sdo produzidas diretamente pelo tumor ou pelo organismo em resposta a
presenca do tumor e podem ser quantificadas por meios bioquimicos no sangue ou
imuno-histoquimicos nos tecidos e por testes genéticos para pesquisas de oncogenes,
genes supressores de tumores e alteracdes genéticas. ¢°

Uma classe especifica de biomarcadores sdo os sanguineos, que podem indicar
precocemente a presenca de células malignas. ©®® Ainda, esses marcadores tém

vantagens no diagnostico precoce do céancer, uma vez que refletem a dindmica dos



estados fisiologicos e patoldgicos antes da deteccdo dos sintomas clinicos e néo
representam um procedimento invasivo. ¢’?® Dessa forma, podem ser Gteis no manejo
clinico dos pacientes com cancer, auxiliando nos processos de diagndstico e no
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento.

Na medida em que avanca a deteccdo mais precoce dos carcinomas mamarios e
melhoram os tratamentos para a doenca, a busca por uma determinacdo do progndéstico
de cada paciente tem se tornado ainda mais importante. Trabalhos discutindo fatores
prognosticos classicos ou novos abundam na literatura, frequentemente com resultados
conflitantes, tornando necessario buscar outros fatores que possam predizer de forma
mais acurada o prognéstico. %

Em cdes, a alta incidéncia e dificil resposta ao tratamento de tumores mamarios
tém estimulado a busca de novos marcadores para deteccdo precoce de metastases e
melhora do prognéstico ®®, sendo o uso de marcadores prognésticos importante para a
rotina de diagndstico e pesquisa na medicina veterinaria. ¥ Dessa forma, embora se
trate de um procedimento mais complexo, a avaliacdo da expressdao de um ou mais

marcadores prognésticos apresenta-se como ferramenta Gtil para a prética clinica. ©¢?

2. Hipoxia

A hipoxia é caracterizada pela reducdo dos niveis fisioldgicos normais de
oxigénio nos tecidos, podendo ocorrer durante o desenvolvimento de doenca vascular
aguda ou cronica, doencas pulmonares e do cancer. ®® Cerca de 40% dos casos de
cancer de mama apresentam uma regido de hipoxia no tumor e essa situagdo tem sido
associada ao aumento da taxa de metastase e diminuicdo na taxa de sobrevida dos

pacientes. 343



Duas principais condicdes de hipdxia sdo conhecidas. A primeira, denominada
hipéxia crénica ou difusdo-limitada ocorre devido a proliferacdo descontrolada das
células e crescimento rapido do tumor resultando em distancias longas de difusdo de
oxigénio do vaso sanguineo mais proximo ©* 337 e a segunda, conhecida como
hipéxia aguda, € caracterizada pela estrutura cadtica dos novos vasos Sanguineos
formados resultando na perfusdo inadequada em parte do tecido. % %3

A hipoxia € toxica tanto para as células normais quanto para as tumorais, e de
acordo com sua gravidade, pode promover apoptose ou pelo contrario, impedir a morte
celular, desencadeando uma série de respostas bioldgicas, levando a proliferacdo das
células e ao crescimento do tumor, contribuindo para um comportamento tumoral mais
agressivo. @ Diferente das células normais, para manter a sobrevivéncia em situagoes
de hipdxia, as células tumorais tém como caracteristica comum a capacidade de
promover alteracdes em sua funcionalidade, tornando-se resistentes a apoptose, sendo
capaz de induzir sua prépria vascularizagdo iniciando o processo de angiogénese. %

Além disso, em condi¢cdes de hipdxia, essas células iniciam mecanismos
adaptativos, como alteracdo do metabolismo, a producdo e liberacdo de fatores de
crescimento como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e a ativacdo de
fatores induzidos por hipéxia (HIFs) envolvidos no processo de angiogénese. “%*?
Dessa forma, a hipoxia desempenha um importante papel na modulacéo da angiogénese
tumoral e esta relacionada com o aumento da agressividade tumoral e pior prognostico
dos pacientes. ©®

Do ponto de vista clinico, a baixa oxigenacdo das células tumorais é um
conhecido fator prognéstico adverso ao tratamento do céancer, tanto para radioterapia

quanto para a quimioterapia. “® Essa associacdo tem sido explicada pela reducdo na



producdo de radicais livres por agentes quimioterapicos, como a doxorrubicina, na
auséncia de oxigénio. Além disso, o estado de oxigenacdo do tumor pode afetar a
citotoxicidade da radiacdo, portanto, as areas do tumor deficientes em oxigénio se
tornam radiorresistentes. ¢7®)

Dessa forma, a identificacdo dos fatores envolvidos na resposta tumoral a

hipoxia é importante para direcionar as estratégias terapéuticas. ©®

3. Angiogénese

O crescimento e progressdo de tumores assim como o desenvolvimento de
metastases, dependem da angiogénese, processo de formacdo de novos vasos
sanguineos a partir de um endotélio vascular preexistente. 446

Os vasos sanguineos sao indispensaveis para o desenvolvimento de tumores
solidos, ndo s6 para o fornecimento de oxigénio e nutrientes, mas também para a
retirada do gas carb6nico (CO,) e dos residuos metabolicos, além de servirem como um
importante caminho para as células malignas migrarem para outros tecidos,
possibilitando o desenvolvimento de um tumor secundério. “"*®

As células endoteliais e as células de suporte perivascular, os pericitos, sdo dois
tipos distintos de células presentes na parede dos vasos sanguineos. Na camada interna
da parede dos vasos estdo localizadas as células endoteliais enquanto os pericitos
formam uma camada Unica de células musculares lisas que ficam em torno das células
endoteliais, proporcionando suporte mecanico e estabilidade a parede dos vasos,

regulando a fungo vascular. “* 9



Nesse sentido, a angiogénese desempenha um papel essencial no
desenvolvimento do cancer, por esse motivo, tem sido alvo de estudo em diversos tipos
de cancer. ©?

A formacgdo de novos vasos sanguineos pela angiogénese envolve um ndmero
sequencial de passos e se inicia a partir de capilares pré-existentes no tumor (a).
Primeiramente, 0s vasos sanguineos dilatam e os pericitos se soltam da parede dos
vasos (b). Posteriormente, fatores de crescimento pré-angiogénicos produzidos e
liberados pelas células tumorais, levam a degradacdo da matrix extracelular pela sua
capacidade de induzir a sintese de enzimas proteoliticas tais como as matriz
metaloproteinases (MMPs) permitindo a remodelacdo do citoesqueleto, aumentando a
permeabilidade das células endoteliais (c). > Em seguida, ocorre a proliferacio e
migracdo das células endoteliais e essa proliferacdo continua até a formacdo 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 a formacgédo

do limen (e) (Figura 1). ©®



Figura 1. Representacdo das etapas envolvidas no processo de formacdo de novos
vasos. Adaptado de BERGERS & BENJAMIN, 2003. ¢

O processo de angiogénese é regulado pelo equilibrio entre inimeros fatores pré
e anti-angiogénicos ©®” como o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de
crescimento de hepatécitos (HGF) e o 6xido nitrico (NO). O aumento da expressao do
EGF esta relacionado ao aumento da expressdo do VEGF e indugdo do processo de
angiogénese, assim como o HGF que é um potente mediador desse processo capaz de
induzir a producdo do VEGF no endotélio vascular e o NO, vasodilator capaz de
estimular a formacdo de novos vasos. ®® Em processos patolégicos como no
desenvolvimento do cancer, ocorre um desequilibrio entre esses fatores promovendo
alteracdes no microambiente das células tumorais. ©®

Dentre os fatores pré-angiogénicos, um dos principais fatores de crescimento

especifico para o endotélio vascular e mediador do processo de angiogénese € o0 VEGF.

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

O VEGF ¢é uma glicoproteina ligante a heparina que exerce efeitos multiplos em
tumores, dentre eles, a capacidade de formacdo de novos vasos sanguineos, linfaticos e
0 aumento da permeabilidade vascular. ©

A familia VEGF € composta por cinco isoformas denominadas VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de crescimento placentario (PLGF). “¢®? Cada um
desses fatores pode ativar um ou mais dos receptores conhecidos, como VEGFR-1
localizado na superficie de células hematopoiéticas, macréfagos e monécitos, VEGFR-2
encontrado no endotélio vascular e linfatico e 0 VEGFR-3 exclusivo do endotélio
linfatico. ©3%%

O VEGF-A se liga a dois receptores especificos, 0 VEGR-1 e 0 VEGFR-2
enquanto o VEGF-B e PIGF sdo reconhecidos apenas pelo receptor VEGFR-1. O
VEGF-C e VEGF-D se ligam ao VEGR-2 e também séo reconhecidos pelo VEGFR-3
(Figura 2). ® O VEGF-A e o VEGF-B sdo os mais importantes reguladores do
processo de angiogénese, enquanto o VEGF-C e VEGF-D estdo especificamente

envolvidos na linfoangiogénese. 6269
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VEGFA VEGFA
VEGFB VEGF-C VEGFC
PIGF VEGFD VEGF-D

Figura 2. Esquema da ligacdo entre as isoformas de VEGF e seus receptores. Adaptado
de TAIMEH et al., 2013, ©”

O VEGF tem sido considerado o principal mediador do processo de angiogénese
no cancer de mama. ®” O VEGF-A, um dos maiores reguladores do processo de
angiogénese, foi detectado inicialmente em linhagens de células tumorais, enquanto 0s
seus receptores VEGFR-1 e VEGFR-2 foram predominantemente expressos em células
endoteliais. ©®

A ligacdo entre 0 VEGF-A e o VEGFR-2 esta associada a proliferagdo das
células tumorais, sendo a ativacdo do VEGFR-2 considerada 0 mais importante passo
do processo de angiogénese. “5¢%

Todas as principais isoformas de VEGF tem sido identificadas em cées, sendo 0s
seus receptores também idénticos em humanos. A expressdao do VEGF em tumores
caninos e similar ao observado em neoplasias humanas, entretanto, na oncologia
veterinaria, o papel da angiogénese e sua correlagdo com o comportamento biologico
dos tumores mamarios é ainda pouco documentada. ©¢®

O VEGF-A é produzido pelas células tumorais em situa¢des de hipoxia e quando

liberado se liga ao receptor VEGFR-2 localizado na membrana das células endoteliais,
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promovendo a angiogénese através da sua capacidade de estimular o crescimento,
migracdo e invasdo de células endoteliais ©®* ™72 contribuindo para o crescimento

tumoral e desenvolvimento de metéstases (Figura 3). “©

CELULA ENDOTELIAL

Figura 3. Processo de angiogénese, iniciado em resposta a situacfes de hipdxia, com
énfase na via de ativacéo do VEGF. Adaptado de HOLMES et al., 2007.®

O grau de progressdo do tumor tais como 0 crescimento, aumento da densidade
microvascular e desenvolvimento de metastases se correlacionam diretamente com a
expressdo do VEGF. > Atualmente, o aumento da expressdo do VEGF em tumores
mamarios de mulheres e cadelas tem sido relacionado com comportamento tumoral

agressivo e pior prognostico. 4"
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Nesse sentido, o desenvolvimento de terapias que tem como alvo inibir o VEGF
tém se mostrado eficazes em bloguear o0 processo de angiogénese, diminuindo o

crescimento do tumor, ©& 747677

5. Fator de Transcri¢do Induzido por Hipdxia

A expressdo do VEGF nas células do céncer esta sob o controle do fator
induzivel por hipoxia - 1 (HIF-1), que é um fator de transcri¢do induzido sob hipoxia e
que nestas condicdes, migra desde o citoplasma para o nlcleo das células, ligando-se a
elementos de resposta a hipoxia, conduzindo a expressdo de genes, principalmente o
VEGF. (40, 62, 78)

O HIF-1 desempenha um papel importante no crescimento normal e
desenvolvimento da isquemia, inflamacéo e do cancer “* "% Além disso, o HIF-1 é
um importante modulador da resposta intracelular a microambientes em hipoxia,
funcionando como fator de transcricdo de genes, sendo 0 aumento de sua expressdo
capaz de promover angiogénese. 4?82

Os HIFs sdo essenciais na manutengdo da homeostase do oxigénio nos
organismos e desencadeados de respostas adaptativas a reducao nos niveis de oxigénio.
Os HIFs sdo compostos por duas subunidades HIFa e HIFB. Em mamiferos a
subunidade HIFa ¢ codificada por trés genes: HIF-1a, HIF-2a ¢ HIF-3a. (41, 82) Ag
subunidades HIF-2a e HIF-33 sdo expressas em diversos tecidos, incluindo rins,
cérebro, pulmdes e coracdo, enquanto o subtipo la apresenta importancia funcional
especificamente em tumores de mama.

Em situacbes normais de oxigénio, o HIFa é reconhecido pela proteina

supressora tumoral Von Hippel-Lindau (pVHL), ubquitinilado e ao final sofre
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degradacéo proteossomal. No entanto, em situacGes de hipdxia, o pVHL se ligaao NO e
o HIFa ndo é reconhecido. Nesse caso, 0 HIFa ¢ ativado e induz a expressao de genes
de resposta a hipdxia, como o VEGF, que por sua vez estimula o processo de

angiogénese (Figura 4). (59, 83-85)

2
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Figura 4. Ativacdo do HIFa em situagdes de hipoxia e em condi¢des normais de

oxigénio (normoxia). Adaptado de RAHIMI, 2012. ©°

A superexpressdao do HIF-1 tem sido correlacionada com pior prognéstico das
pacientes com cancer de mama, implicando na resisténcia ao tratamento. ©° 8

Assim, a superexpressdo do VEGF efou do HIF-1o resulta no aumento da
angiogénese associando-se com a progressao maligna e com o aumento do potencial
invasivo e metastatico das células tumorais. ¢4 7071 86-88)

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

VEGF e do HIF-1o em cadelas com neoplasia maméria, relacionando-os com 0s
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parametros clinico-patoldgicos, a evolucdo clinica e sobrevida. Desse modo, 0s
objetivos especificos foram:
e Verificar os niveis seéricos de VEGF e HIF-1a de 30 cadelas com neoplasia
mamaria, em quatro diferentes momentos ap0s o diagnostico da doenca.
e Analisar a expressao proteica e génica do VEGF e do HIF-1a em 30 fragmentos

tumorais de mama de cadelas.
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Material e Métodos
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Il. MATERIAL E METODOS

Considerac0es éticas

O presente estudo ndo acarretou riscos fisicos a salde das cadelas selecionadas,
uma vez que foram utilizados fragmentos tumorais de descarte do exame
histopatoldgico. Os proprietarios foram informados dos objetivos da pesquisa, bem
como das coletas sanguineas subsequentes e assinaram o termo de consentimento
informado (Anexo A). O medico veterinario responsavel preencheu a ficha clinica do
animal (Anexo B) e os dados foram plotados em tabela para posterior analise. O projeto
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de

Medicina de S&o José do Rio Preto - FAMERP (Protocolo n° 5230/2010) (Anexo C).

1. Caracterizacdo das amostras

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 30 cadelas com neoplasia
mamaria (grupo de estudo) e 50 cadelas higidas (grupo controle), atendidas nas clinicas
veterinarias de Sdo José do Rio Preto e regido durante os anos de 2011 e 2012. As
coletas de sangue foram realizadas no momento da excisdo cirdrgica do tumor, um més,
seis meses e um ano apoés a cirurgia. Os critérios de exclusdo para as cadelas do grupo
controle foram rigorosamente seguidos, sendo incluidas no grupo apenas cadelas sem
historico de doenca e procedimento cirdrgico em periodo préximo. Além disso, foram
coletados também do grupo de estudo, 30 fragmentos tumorais e seis fragmentos sem
acometimento tumoral para a realizagdo das técnicas de imuno-histoquimica, PCR
quantitativo (qPCR) e diagndstico histopatoldgico.

As cadelas do grupo de estudo foram avaliadas com relacdo as caracteristicas

clinico-patologicas (tempo de evolugdo tumoral — periodo relacionado ao aparecimento
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tumoral até a excisao cirdrgica, numero de nodulos, tamanho tumoral, grau histolégico,
status linfonodal, estadiamento clinico, ulceracdo e vascularizacdo) e com a evolucéo
clinica (ocorréncia de metastase, recidiva local e 6bito). A ocorréncia de metastase,
assim como a data e causa da morte foram descritas pelo veterinario, sendo que neste
grupo, apenas cadelas que morreram pela doenca foram incluidas.

A idade dos animais variou de 7 a 14 anos, sendo a média do diagndstico de 10
anos. Dos 30 fragmentos tumorais coletados e histopatologicamente diagnosticados, a
maioria dos tumores foi classificada como maligno (80%), sendo de predominancia 0s
Carcinomas tubulo-papilares (67%). Dentre as caracteristicas clinico-patoldgicas, foi
predominante o tempo de evolucdo maior que 6 meses (43%), sendo 50% dos tumores
de localizacdo em cadeia maltipla; tamanho tumoral T1 (menores que 3 cm) (60%) e
estadiamento clinico 1 (50%). Quanto a vascularizacdo tumoral, 27% dos tumores
apresentaram vascularizacdo abundante e 13% ulceracdo. A taxa de recidiva local foi de

20%, metéstase 20% e a taxa de Obito de 27% (Tabela 1).



Tabela 1. Caracteristicas clinico-patologicas das cadelas do grupo teste.
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Tempo de evolugdo Seguimento

(meses) Exame histopatologico N° de n6dulos TNM Estadiamento  Metastase Recidiva Ulceracdo Vascularizacdo Censura (dias)
C1 mais de 6 Carcinoma em tumor misto multiplos T3/NO/MO I ndo nao sim abundante Viva 365
C2 mais de 6 Carcinoma em tumor misto Unico T3/NO/MO i nédo sim ndo moderada Viva 365
C3 mais de 6 Carcinoma tbulo-papilar Unico T3/N1a/MO 11 néo ndo sim abundante Obito 30
C4 até 6 Carcinoma s6lido Unico T1/N1/M1 v sim nao ndo abundante Obito 30
C5 1 més Carcinoma em tumor misto maltiplos T1/NO/MO | ndo nao ndo moderada Viva 365
C6 até 6 Carcinoma em tumor misto multiplos T1/NO/MO | nédo néo ndo moderada Viva 365
C7 mais de 6 Carcinoma ttbulo-papilar maltiplos T1/NO/MO | ndo nao sim abundante Obito 30
Cc8 até 6 Tumor misto benigno Unico T1/N1/M1 v sim sim ndo moderada Viva 365
C9 até 6 Carcinoma em tumor misto maltiplos T1/NO/MO | néo nédo nao moderada Viva 365
C10 1 més Tumor misto benigno maltiplos T1/N2a/MO0 | néo sim nao moderada Viva 365
Cl1 mais de 6 Carcinoma tGbulo-papilar maltiplos T2/N2/M1 Il sim sim nao abundante Obito 30
C12 até 6 Carcinoma ttbulo-papilar Unico T1/N1/MO | néo ndo nado moderada Viva 365
C13 até 6 Carcinoma ttbulo-papilar multiplos T1/N1/M1 v sim ndo nado moderada Obito 180
C14 até 6 Carcinossarcoma Unico T3/NO/M1 v sim sim ndo moderada Obito 180
C15 mais de 6 Carcinoma tabulo-papilar Unico T2/NO/MO 1| nédo néo sim moderada Viva 365
C16 1 més Carcinoma tabulo-papilar multiplos T1/NO/MO | nédo néo nédo moderada Viva 365
C17 1 més Tumor misto benigno Unico T1/NO/MO | nédo néo nédo moderada Viva 365
C18 até 6 Carcinoma tabulo-papilar Unico T1/NO/MO | nédo néo néo moderada Viva 365
C19 1 més Carcinoma tabulo-papilar Unico T1/NO/MO | nédo néo nédo moderada Viva 365
C20 mais de 6 Carcinoma tabulo-papilar multiplos T3/NO/MO 11| nédo néo nédo moderada Viva 365
c21 mais de 6 Carcinoma tabulo-papilar multiplos T2/NO/MO I nédo sim nédo abundante Viva 365
Cc22 1 més Adenoma Unico T1/NO/MO | ndo nao ndo moderada Viva 365
Cc23 mais de 6 Carcinoma tabulo-papilar Unico T1/NO/MO | nédo néo nédo moderada Viva 365
C24 mais de 6 Carcinoma tGbulo-papilar maltiplos T3/N2/MO v néo nédo nao moderada Viva 365
C25 até 6 Carcinoma tGbulo-papilar maltiplos T3/NO/MO I néo ndo nado abundante Viva 365
C26 até 6 Carcinoma tGbulo-papilar maltiplos T2/N1/M1 v sim ndo nado moderada Obito 365
c27 1 més Carcinoma tabulo-papilar Unico T1/NO/MO | ndo néo nédo moderada Viva 365
C28 mais de 6 Carcinoma in situ multiplos T3/N1/Mx i ndo néo nédo abundante Obito 30
C29 mais de 6 Tumor misto benigno Unico T1/NO/MO | ndo néo nédo moderada Viva 365
C30 mais de 6 Tumor misto benigno Gnico T1/NO/MO I ndo ndo nado moderada Viva 365
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2. Processamento das amostras

2.1. Obtencéo do soro sanguineo

Foram coletados 3 mL de sangue em tubo (Vacutainer) contendo gel separador
(filtro 13-mm), em quatro momentos diferentes: no momento da cirurgia, um més, seis
meses e um ano apos a cirurgia. As amostras de sangue foram incubadas em banho-
maria a 37°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 —80°C para

posterior realizacdo do teste de ELISA.

2.2. Obtencéo do tecido tumoral

Durante a exérese tumoral, foram coletados dois fragmentos tumorais de pelo
menos trés centimetros de didmetro, armazenados em temperatura ambiente, em tubos
tipo falcon de polipropileno de 15 e 50 mL estéreis: um contendo formol 10%, para
posterior preparacdo histopatdlogica e visibilizacdo em Hematoxilina-Eosina (HE) e
outro contendo solugéo estabilizadora de RNA - RNAlater (Life Technologies®) para

realizacdo da técnica de gPCR.

2.3. Preparacao dos fragmentos tumorais e confec¢do das laminas

O fragmento tumoral armazenado em tubo de polipropileno tipo falcon de 50
ml contendo formol 10% foi incluido em parafina para posterior corte histolégico em
micrétomo e coloracdo pelo meétodo de HE para avaliacdo histopatologica. O
procedimento de preparo das laminas permanentes envolveu as seguintes etapas:
Fixacdo: O fragmento tumoral foi colocado em formol 10% por 24 horas seguido de

alcool 70%:; Inclusdo: o material foi colocado em cassetes devidamente identificados,
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passando pelas seguintes etapas: Desidratacdo em alcool etilico absoluto com aumento
progressivo da concentracdo para a retirada da agua do interior da célula, diafanizacéo
em xilol e impregnacdo em parafina.

Em seguida, o material emblocado em parafina foi preso ao micrétomo, a
espessura do corte foi regulada para 3 pum e os cortes colocados em lamina previamente

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

2.3.1. Diagnostico histopatologico

Para o diagnostico histopatologico, os cortes histoldgicos foram corados com HE
seguindo os procedimentos histoldgicos padrdes: desparafinizacdo em xilol, seguida por
hidratacdo em alcool absoluto 1, 11 e I11 finalizando com 6 mergulhos em agua corrente.
Para a coloracdo de nucleo as laminas permaneceram em um corante basico
denominado hematoxilina por 4 a 6 minutos e foram lavadas em agua corrente (6
mergulhos). Em seguida as laminas foram mergulhadas rapidamente em alcool 70%,
lavadas com agua corrente por 10 minutos e submetidas a 6 mergulhos em alcool 80%.
Para a coloracdo de citoplasma as laminas permaneceram 30 segundos em um corante
acido denominado Eosina. Em seguida o tecido foi desidratado em alcool 95% (6
mergulhos) e alcool absoluto I e Il (6 mergulhos em cada) e clarificados em Xilol I, Il e
I11 (6 mergulhos em cada) finalizando com a montagem das laminas.

O diagnéstico histopatoldgico classificado de acordo com Misdorp ©¥ pela AFIP
(Armed Forces Institute of Pathology) e os parametros usados para estadiamento clinico
estdo de acordo com o sistema TNM (tamanho, envolvimento linfonodal, metéastase) %
estabelecido pela OMS para tumores mamarios caninos. ®V Foi estabelecido o tamanho
tumoral (T) - T1: <3cm - T2: entre 3 e 5¢cm - T3: > 5¢cm; 0 envolvimento linfonodal (N)

- NO: sem envolvimento aparente - N1: envolvimento unilateral - N2: envolvimento
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bilateral e presenca de metastase a distancia (M) - M0: sem metastases evidentes - ML1.:
metastase a distancia incluindo linfonodos néao regionais, sendo classificados como I, II,

I11 ou IV de acordo com a extensdo tumoral e estabelecimento do prognostico.

2.3.2. Procedimento imuno-histoquimico

Para o desenvolvimento da técnica de imuno-histoquimica, os cortes histologicos
dos fragmentos tumorais emblocados em parafina foram desparafinizados em xilol,
rehidratados em alcool em grau decrescente e incubados em 3% de H,O, (peréxido de
hidrogénio) por 30 minutos para o blogueio da peroxidase endogena.

A recuperacdo antigénica foi realizada na panela a vapor com tampdo especifico
para cada anticorpo por 35 minutos (Tabela 2), em seguida as laminas foram encobertas
com solucéo contendo soro fetal bovino (BSA)' por 30 minutos e incubadas com o
anticorpo primario “overnight” (Tabela 2).

Apbs o periodo de incubagdo, as laminas foram lavadas em solucdo tampao PBS?
por 15 minutos e incubadas com anticorpo secundario 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
revelacdo foi feita com substrato cromégeno DAB (Signet Laboratories®) de 2 a 5
minutos e a contra-coloragdo com Hematoxilina de Harrys por 40 segundos. Os tecidos
foram desidratados em alcool em grau crescente e banhados no xilol antes da montagem

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

12 0s protocolos de preparo das solugdes estdo descritos no Apéndice A.
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Os controles negativos das reacdes foram obtidos com omissdo do anticorpo
primario e os tecidos de rim e tumor de mama humano foram utilizados como controle

positivo das reacdes de acordo com instrucdes dos fabricantes dos anticorpos primarios.

Tabela 2. Especificagfes dos anticorpos primarios utilizados para o procedimento

imuno-histoquimico.

Anticorpo Especificidade Diluicéo Tampéao Marca
VEFG Policlonal (rabbit) 1:500 Citrato pH6® Santa Cruz
HIF-1a Monoclonal (mouse) 1:50 Citrato pH6 Santa Cruz

2.4. Quantificacdo da marcacao imuno-histoquimica

A imunomarcacdo do VEGF e do HIF-1a foi quantificada por densitometria
Optica. As laminas foram fotografadas e analisadas ao microscdpio Nikon Eclipse E200
em objetiva de 40X e as proteinas foram quantificadas pelo analisador de imagens
(software ImageJ). Para cada lamina foram fotografadas trés diferentes areas e em cada
area foram marcados 20 pontos, totalizando 60 pontos por lamina para obter uma média
relacionada com a intensidade de imunorreatividade. Os valores foram obtidos como
unidades arbitrarias (u.a.) e a densidade Optica média (D.O.M.) mostrou a intensidade

de imunomarcagdo apenas nas areas imunoreativas.
2.5. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)
2.5.1. Protocolo ELISA (VEGF)

A quantificagdo da proteina VEGF foi determinada pelo Kit ELISA Quantikine

Canine VEGF CAVEQO (R&D Systems®). A microplaca de poliestireno de 96 pocos

*Os protocolos de preparo das soluges estéo descritos no Apéndice A.
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foi pré-revestida pelo fabricante com anticorpo de captura especifico anti-VEGF
(monoclonal mouse anti-canine VEGF). Foram adicionados 100 ul de reagente
diluente RD1W em cada poco, 100 pL das amostras e do anticorpo padrao em dilui¢des
seriadas de 2500 — 1250 — 625 — 313 — 156 — 78,1 — 39,10 pg/mL nos respectivos po¢os.
Apdbs incubacdo com filme plastico por 2 horas em temperatura ambiente, foram
realizadas 3 lavagens com 300 uL de solucdo de lavagem (20 mL de tampéo de lavagem
concentrado diluido em 480 mL de &gua destilada). Em seguida, foram adicionados 200
uL do anticorpo de detec¢do (policlonal anti-canine VEGF) e incubado com filme
plastico por 2 horas. Mais uma vez a placa foi lavada e entdo foram adicionados 200 uL
de solucdo com substrato cromdgeno resultante da mistura do reagente de cor A (H,0 -
R&D Systems®) e B (Tetramethylbenzidine - R&D Systems®) e a placa coberta com
papel aluminio por 25 minutos em temperatura ambiente, para dar inicio a reacdo
enzimatica e ao desenvolvimento da coloracdo se o0 antigeno estiver presente. Ao final,
foram adicionados 50 uL de solucdo de parada (2N H,SO,) para cessar a reacdo. As
amostras foram quantificadas pelo leitor de ELISA (filtro = 450 nm) (ThermoPlate®).

O célculo das densidades dpticas foi estabelecido através da curva de ajuste four

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

2.5.2. Protocolo ELISA (HIF-1a)

A quantificacdo da proteina HIF-1a foi determinada pelo Kit ELISA Fator de
Transcricdo HIF-1a KA1321 Quantikine (R&D Systems®). No primeiro dia da reagédo
foram acrescentados 90 ul de Complete Transcription Factor Binding (CTFB?), 10 pl

do Controle Positivo do Fator de Transcricdo HIF-1a e amostras nos respectivos pogos

*Os protocolos de preparo das solugdes estdo descritos no Apéndice A.
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da microplaca de poliestireno. A placa foi coberta com filme pléstico e incubada a 4°C
“overnight” (no minimo 12 horas). No segundo dia, foram realizadas 5 lavagens com
200 pl de solucdo de lavagem®. Em seguida, foram adicionados 100 pl de anticorpo
primério anti-HIF-1a ja diluido (1:100 em 1X ABB®); a placa foi coberta com adesivo
plastico e incubada por 1 hora em temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacdo,
novamente a placa foi lavada e foram adicionados 100 ul do anticorpo secundario
conjugado goat anti-rabbit HIF-1a diluido (1:100 em 1X ABB); a placa foi coberta com
adesivo plastico e incubada por 1 hora em temperatura ambiente. Mais uma vez a placa
foi lavada e entdo foram adicionados 100 ul de solucdo substrato cromogeno e a placa
coberta com papel aluminio, protegida da luz, por 45 minutos em temperatura ambiente.
Ao final, foram adicionados 100 ul de solucdo de parada (2N H,SO,) em cada poco
para cessar a reacao enzimatica. As amostras foram quantificadas pelo leitor de ELISA
(filtro = 450 nm) (ThermoPlate®). A unidade de medida da concentracdo é dada em

porcentagem com relacdo as amostras controle.

2.6. Técnica de PCR quantitativa

2.6.1. Extracdo de RNA Total

O RNA total foi extraido dos 30 fragmentos tumorais e seis fragmentos sem
acometimento tumoral, utilizados como controle, seguindo o protocolo que acompanha
o0 reagente Trizol (Invitrogen®).

Inicialmente, os fragmentos tumorais foram armazenados em tubos falcon de
polipropileno de 15 mL contendo solucdo estabilizadora de RNA — RNAlater. Em

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

56 Os protocolos de preparo das solucdes estdo descritos no Apéndice A.



26

mg e inseridos em tubo falcon de polipropileno de 50 mL ja contendo 1 mL do reagente
Trizol. Os fragmentos foram triturados com auxilio 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 pL de
cloroférmio para cada 1 mL de Trizol, homogeneizando por inversdo e mantendo a
temperatura ambiente por 3 minutos.

Os tubos foram centrifugados a 14.000 rcf por 20 minutos a 4° C, resultando em
uma fase vermelha inferior — fase fenol-cloroférmio — 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 pL de alcool isopropilico para precipitacdo do RNA, seguido de
incubacdo a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 14.000
rcf por 20 minutos a 4° 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 a 4° C. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados sobre papel absorvente até secar
o0 pellet. Apos esta etapa, adicionou-se 30 uL de dgua DEPC (di-etil pirocarbonato)
(Invitrogen®) para diluir o pellet. A concentracdo dos RNAs foi determinada
utilizando-se o aparelho NanoDrop 2000C Spectrophotometer (Thermo Scientific®) na
absorbancia de 260nm e 280nm. Ao final, as solu¢des de RNA foram armazenadas a -
80° C.

Para testar a integridade e qualidade do RNA extraido, uma aliquota de cada
amostra foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% para analise das bandas

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

reversa.

2.6.2. Obtencédo do cDNA

A sintese de cDNA, foi realizada a partir de 2 pg de RNA total seguindo as
especificacfes dos fabricantes do Kit High Capacity cDNA (Applied Biosystems®).
Anteriormente ao uso do Kit as amostras foram tratadas com DNase para eliminar
qualquer possivel resquicio de DNA. Em cada tubo acrescentou-se 2 pL de DNase, 2
pL de Buffer 10X, levando ao termociclador a 25°C por 15 minutos. Acrescentou-se
2uL de EDTA (stop solution) e levando ao termociclador novamente a 65°C por 10
minutos.

Ap0s, seguiu-se o uso do kit High Capacity cDNA, calculando a quantidade dos
reagentes conforme o numero de amostras, sempre incluindo o volume referente a
perdas que podem ocorrer durante a transferéncia dos reagentes.

O mix foi preparado no volume final de 20 pL por amostra de RNA. Foram
misturados 0,8 uL de dNTP, 2 uL de Random Primer, 2 uL de Buffer, 1 uL da enzima
Multicribe Reverse Transcriptase e 4,2 pL de 4gua DEPC e 10 pL de amostra de RNA
na concentracdo de 2 pg. Em seguida, a solugéo final foi colocada no termociclador, a
reacao apresentou uma etapa inicial de 25° C por 10 minutos, 37° C por 120 minutos e
foi finalizada a 85° C por 5 minutos. Por fim, as amostras foram armazenadas em

freezer a -20° C.
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2.6.3. Analise da expressdo génica

Um fator importante a ser considerado em experimentos de PCR quantitativo é a
eficiéncia de amplificacdo do gene de interesse e dos genes normalizadores, em fungéo
da concentracdo de RNA utilizado através da “curva padrdo relativa”. Para esta
verificagcdo, foram realizadas diluicbes seriadas de cDNA, sendo testadas as
concentragfes de 100 ng/uL; 10 ng/uL; 1 ng/uL; 0,1 ng/uL; 0,01 ng/uL submetidas a
amplificacéo por gPCR.

O resultado da validacdo da eficiéncia é dado por um valor chamado slope, que
corresponde a inclinacdo da reta obtida quando se analisa a variacdo do C; (Cycle
threshold) dos genes em funcdo do Log de diferentes quantidades de cDNA. O C;é o
momento no qual o sistema de amplificacdo comeca a detectar um aumento no sinal
associado ao aumento exponencial do produto de PCR na fase linear da reacéo.

Os valores do slope foram padronizados refletindo uma eficiéncia de
amplificacdo entre 95% e 105%. A eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores
especificos para os genes de interesse e normalizadores foram calculadas de acordo com
a equacdo; E=101/slope),

A reacdo de qPCR foi realizada pelo sistema StepOne Plus Real Time PCR
(Applied Biosystems®) e TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems®),
utilizando-se os iniciadores especificos para os genes VEGFA e HIF1A. Foram testados
quatro genes candidatos a normalizadores da reacdo: RPS19 (Ribosomal Protein S19),
RPL8 (Ribosomal Protein L8), HPRT (Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase) e
RPS5 (Ribosomal Protein S5). A sele¢cdo dos genes enddgenos foi feita com auxilio do

software DataAssist v3.0 (Applied Biosystems®).
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As sequencias dos primers e probe do gene RPS19 utilizado como controle
enddgeno foram desenhadas com auxilio do software Primer Express 3.0 (Applied
Biosystems®) considerando o tamanho do produto esperado (aproximadamente 80pb a
140pb), o conteddo em dinucleotideos GC (~60%), a temperatura de anelamento dos
primers (Tm°= 60°C) e da probe (Tm°= 70°C) e a auséncia de homologia com
sequéncias repetitivas no genoma. A Tabela 3 mostra as sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores do gene RPS19. Para 0S outros genes, 0S ensaios
utilizados foram: HIF1A (Cf02741632_m1), VEGFA (Cf02623449 ml) e RPLS8

(Cf02663820_m1).

Tabela 3. Sequéncia dos oligonucleotideos do gene RPS19 utilizados na técnica de

PCR quantitativo para avaliar a expressao génica relativa.

Gene Sequéncia

RPS19 Sense 5°- GCC TTC CTC AAA AAG TCT GGG -3
Antisense 5°- GTT CTC ATC GTA GGG AGC AAGC -3
Probe 5 - 6FAM-CCC TGA ATG GGT GGA C-MGB - 3

Apbs as etapas de padronizacdo, foram realizadas as analises para verificar a
expressao diferencial dos genes HIFLA 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 calibracdo da reacéo.

O mix de cada gene foi preparado adicionando-se 10 uL de TagMan Universal
Master Mix, 1 pL de TagMan Gene Expression e 8 puL de agua DEPC. Em seguida, 19
uL da solugdo final foram transferidos para cada pogo de uma placa de 96 pocos de
poliestireno e adicionou-se 1 pL. da amostra de cDNA (100 ng) nos respectivos pocos,
homogeneizando a solucéo. A placa foi coberta com um adesivo proprio e centrifugada

a 3.700 rpm por 1 minuto & 25°C. As condi¢des do gPCR compreenderam uma etapa
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inicial de 2 minutos a 50°C, desnaturacdo de 10 minutos a 95°C, seguida de 40 ciclos de
95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto para anelamento dos iniciadores e
extensdo das cadeias e 35 segundos a 65°C para coleta do sinal. A curva de dissociacéo
foi gerada ap6s amplificacdo e compreendeu um passo de 15 segundos a 95°C seguido
de 1 minuto a 60°C.

Dessa forma, a partir dos valores do C; de cada amostra, foi calculado o valor da
expressao relativa dos genes de interesse pelo método de quantificacdo em relacdo a
média dos genes normalizadores utilizados como controle endogeno (AAC). ©2)
Posteriormente, foi calculado o AC; a partir da subtracdo da média obtida para a
sequéncia de interesse por aquela do controle enddgeno. Para o calculo do A-AC;, foram
escolhidas as amostras normais (controle) como calibrador, sendo atribuido a mesma o
valor de zero como resultado da subtracdo de seu préprio AC:.

Nas amostras tumorais, o resultado do A-AC; foi calculado a partir das diferencas
dos valores de AC; de cada um deles em relacdo ao calibrador. Em seguida, foi

calculado o 2-AAC:. Finalmente, para uma melhor representacdo grafica, os resultados

foram apresentados em uma escala logaritmica de base 10 (Log1o).

3. Analise Estatistica

Para avaliar o valor prognostico e preditivo do VEGF e do HIF-1a, as cadelas
foram separadas em grupos de acordo com as caracteristicas clinico-patolégicas.

Os resultados foram submetidos previamente a andlise descritiva para
determinacdo da normalidade e foram considerados com distribuicdo normal. Assim, as
médias das analises referentes as quantificagbes séricas, protéicas e expressao génica

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 meédia + desvio
padrdo (S.E.M.).

Para as técnicas de imuno-histoquimica e ELISA, a curva de sobrevida foi
realizada pelo método de Kaplan Meier. Os pontos de corte para expressdo e
concentracdo serica de cada proteina foram estabelecidos através da curva Receiver
Operating Characteristic (ROC). Foram calculadas a sensibilidade e especificidade
entre os valores obtidos e a ocorréncia de ébito nas cadelas com neoplasia mamaria. Os
valores indicados por meio da curva ROC constituem o ponto de corte que podem
promover um equilibrio mais adequado de sensibilidade (verdadeiros positivos) e
especificidade (falsos positivos) para o indice de expressdo protéica como discriminador
do risco de dbito nas cadelas com neoplasia mamaria.

Para avaliar a influéncia simultanea dos fatores prognosticos sobre a mortalidade
foi realizada a regressdo logistica multivariada. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Todas as analises foram realizadas com auxilio do

software GraphPad Prism4 e Stats Direct.
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Resultados
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I11. RESULTADOS

1. Anélise da expressdo protéica por imuno-histoquimica

A analise imuno-histoquimica das proteinas VEGF e HIF-1a foi realizada nos
fragmentos tumorais de 30 cadelas com neoplasia mamaria. Os resultados obtidos nas
reacOes mostraram imunomarcagdo positiva para VEGF e para 0 HIF-1a nas células
tumorais, com marcagdo evidente no citoplasma, enquanto o estroma ndo apresentou

imunorreatividade (Figuras 5 e 6).

Figura 5. Fotomicrografia do procedimento imunohistoquimico demonstrando a
marcacdo do anticorpo anti-VEGF em carcinoma mamario de cadela com diagnéstico
histopatoldgico de carcinoma tubulo-papilar. A. Imuno-coloracdo de média intensidade.
B. Imuno-coloracéo de alta intensidade. Kit STARR TREK, 400X.
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Figura 6. Fotomicrografia do procedimento imunohistoquimico demonstrando a
marcagdo do anticorpo anti-HIF-1o em carcinoma mamario de cadela com diagndstico
histopatoldgico de carcinoma tabulo-papilar. A. Imuno-coloracdo de baixa intensidade.
B. Imuno-coloracdo de média intensidade. Kit STARR TREK, 400X.

A comparacao entre as rea¢des imuno-histoquimicas para as proteinas analisadas
demonstrou aumento da intensidade da imunomarcacao para a proteina VEGF (166.5 +

4.593) quando comparada ao HIF-1a (152.6 + 4.628) (p=0,03) (Figura 7).
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Figura 7. Média da expressdo protéica do VEGF e do HIF-1a 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 dptica foram comparados com as caracteristicas
clinico-patologicas das cadelas (tipo histologico, tamanho tumoral, localizacdo tumoral,
tempo de evolucdo, comprometimento dos linfonodos, estadiamento clinico, ulceracéo e
vascularizacdo) e com a evolucdo clinica (ocorréncia de recidiva tumoral local,
metastase e Obito). No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significante na
expressao imuno-histoquimica do VEGF e do HIF-1o. em nenhuma das variaveis

analisadas no grupo estudado (p>0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Associacdo entre as caracteristicas clinico-patolégicas e a média da
densitometria Optica referente a expressdo protéica do VEGF e de HIF-10 nos grupos

estabelecidos.

Parametros VEGF HIF-1la
clinico-patologicos NUmero de cadelas (u.a.) (u.a.))

Tipo Histologico

Maligno 24 (80%) 162,4 £ 5,253 153,2 £ 5,150

Benigno 6 (20%) 178,7 £ 7,089 168,0 + 13,94

p 0,10 0,23
Tamanho tumoral

T1 18 (60%) 1746 + 4,613 164,2 + 6,205

T2 4 (13%) 155,7 £ 19,10 149,9 + 14,99

T3 8 (27%) 153,7 + 8,998 141,1 + 8,355

p# > (0,05 > (0,05
Linfonodos regionais

NO 20 (67%) 169,2 + 6,362 161,6 £ 6,936

N1/N2 10 (33%) 154,9 + 6,298 144.8 + 4,522

p 0,18 0,13
Localizagcdo Tumoral

Muiltiplos 15 (50%) 172,1+5,785 149,9 + 7,063

Unicos 15 (50%) 160,8 + 7,027 162,3 + 6,867

p 0,22 0,21
Tempo de evolugéo

1 més 7 (23%) 1746 £ 4,613 159,0 £ 10,56

Até 6 meses 10 (33%) 155,7 £ 19,10 149,5 £ 6,273

Mais que 6 meses 13 (44%) 153,7 + 8,998 159,7 £ 10,56

p# 0,09 > 0,05
Estadiamento clinico

I 17 (57%) 177,9 + 5,049 166,9 + 7,245

1 3 (10%) 159,9 + 44,56 157,6 + 33,94

i 8 (27%) 156,1 + 8,381 143,1 £ 9,120

v 2 (6%) 152,2 + 8,290 144,1 + 5,529

p# > 0,05 > 0,05
Ulceracéo

Sim 4 (13%) 176,2+ 11,81 174,6 £ 15,97

Né&o 26 (87%) 165,0 + 4,999 153,3 + 5,098

p 0,41 0,14
Vascularizagéo

Abundante 8 (27%) 151,8 £ 7,567 146,4 + 10,47

Moderada 22 (73%) 171,8 + 5,264 159,7 + 5,573

p 0,06 0,24
Recidiva

Sim 6 (20%) 153.5+ 7.640 136,9 + 5,444

Néo 24 (80%) 171.3+4.884 161,0 + 5,688

p 0,12 0,06
Metastase

Sim 6 (20%) 160,1 + 3,033 146,3 + 3,736

Né&o 24 (80%) 167,8 + 5,467 158,6 + 6,078

p 0,54 0,33
Censura

Obito 8 (27%) 161,5 + 4,999 155,2 + 80,161

Vivas 22 (73%) 168,3 + 6,009 156,5 + 6,206

p 0,51 0,91

* valor de p estatisticamente significante (teste t student’s, p<0,05).
# diferente analise estatistica (teste Anova)
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2. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

2.1. Concentracdo sérica do VEGF

A média das concentracdes séricas de VEGF das cadelas com neoplasia mamaria
foi de 108 pg/mL e das cadelas controle de 42 pg/mL, com diferenca estatisticamente
significante entre as dosagens dos dois grupos (p=0,03) (Tabela 5; Figura 8). No
entanto, quando analisados os quatro periodos de coleta subsequentes, ndo foi observada

diferenca estatisticamente significante (p>0,05).
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Figura 8. Representacdo da associacdo entre a concentracdo sérica de VEGF em

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

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

A andlise univariada demonstrou aumento estatisticamente significante das
concentracdes de VEGF em tumores com vascularizacdo abundante (p=0,02) (Tabela 5;
Figura 9), cadelas que apresentaram metastase (p=0,003) (Tabela 5; Figura 10) e Obito

(p=0,007) (Tabela 5; Figura 11).
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Figura 9. Representacdo da associacdo entre a concentracdo sérica de VEGF em

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

* p= valor significativo pelo teste t student’s.
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Figura 10. Representacdo da associacdo entre a concentracdo sérica de VEGF em
cadelas com neoplasia mamaria com e sem metastase (p=0,003).

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



39

Censura

3509 | :
300- mmm Obito

. Vi
250- Vivas

2004
150+
100+
50-
0-

VEGF (pg/mL)

Figura 11. Representacdo da associacdo entre a concentracdo sérica de VEGF em

cadelas com neoplasia mamaria que continuaram vivas e que vieram a 6bito (p=0,007).

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

Para analise da curva de sobrevida, o0 melhor ponto de corte para discriminar o
risco de o6bito 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 relagéo entre os niveis de VEGF no soro e a sobrevida das cadelas
foi realizado o teste Kaplan Meier. Este procedimento demonstrou associagdo entre a
alta concentracdo da proteina 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 ocorréncia de 6bito pela curva ROC no
grupo teste (n=30). Sensibilidade (95%IC) = 71%, Especificidade (95%IC) = 93%.
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Figura 13. Sobrevida global das cadelas com alta e baixa concentracdo de VEGF (valor
de corte: 75,483 pg/mL) (O.R. 0.08117; IC 95%= 0,002003 a 0,09454; p<0,0001).



Tabela 5. Associacdo entre a concentracdo sérica de VEGF e os parametros clinico-

patoldgicos das cadelas do grupo de estudo.

Parametros VEGF
clinico-patolégicos Numero de cadelas (pg/mL)
Caracteristica Clinica
Controle 50 42,60 + 6,325
Amostras 30 108,2 + 37,28
p 0,03*
Tipo Histoldgico
Maligno 24 (80%) 125,4 + 46,98
Benigno 6 (20%) 46,23 + 13,11
0,39
Tamanho tumoral
T1 18 (60%) 122,1 £+ 58,12
T2 4 (13%) 132,8 +108,6
T3 8 (27%) 63,40 + 6,664
p# >0.05
Linfonodos regionais
NO 20 (67%) 106,9 +51,31
N1/N2 10 (33%) 111,0 + 41,25
p 0,96
Localizagdo Tumoral
Multiplos 15 (50%) 146,2 + 71,87
Unicos 15 (50%) 78,88 + 36,93
0,38
Tempo de evolugéo
1 més 7 (23%) 19,96 + 7,074
Até 6 meses 10 (33%) 133,8 + 58,29
Mais que 6 meses 13 (44%) 108,2 + 37,28
p# > 0,05
Estadiamento clinico
| 17 (57%) 125,6 + 62,65
| 3 (10%) 187,1 +162,9
11 8 (27%) 57,80 £ 7,944
\V4 2 (6%) 37,85 + 37,85
p# >0.05
Ulceragéo
Sim 4 (13%) 225,6 +£168,9
Né&o 26 (87%) 83,95 + 30,99
p 0,16
Vascularizagéo
Abundante 8 (27%) 2477 +121,4
Moderada 22 (73%) 58,93 £19,49
p 0,02*
Recidiva
Sim 6 (20%) 43,37 £ 6,416
Néo 24 (80%) 121,8 + 44,67
p 0,43
Metastase
Sim 6 (20%) 206,4 + 94,40
N4o 24 (80%) 42,64 +7,708
p 0,003*
Censura
Obito 8 (27%) 238,1 £ 92,95
Vivas 22 (73%) 38,84 £7,631
p 0,007*

* valor de p estatisticamente significante (teste t student’s, p<0,05)
# diferente andlise estatistica (teste Anova)
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2.2. Concentracdo serica do HIF-1a

A concentracdo sérica de HIF-1a das cadelas com neoplasia mamaria foi 20%
menor do que nas cadelas controle, sendo esta diferenca estatisticamente significante

(p=0,0006) (Tabela 6; Figura 14).
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100+ I Cancer

754
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Figura 14. Representacdo da associacdo entre a concentracdo sérica de HIF-la em

cadelas com neoplasia mamaria e o grupo controle (p=0,0006).
* p= valor significativo pelo teste t student’s.

Quando relacionados o percentual sérico de HIF-la com as caracteristicas
clinico-patologicas e evolucdo clinica, foi observado aumento estatisticamente
significante dos niveis de HIF-1a em cadelas com historico de recidiva tumoral

(p=0,03) (Tabela 6; Figura 15).
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Figura 15. Representacdo da associacdo entre a concentracdo sérica de HIF-1la em

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

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

Para analise da curva de sobrevida, o melhor ponto de corte para discriminar o
risco de dbito elevado nas cadelas do grupo teste foi de 71,825% de HIF-1o no soro
(sensibilidade de 63% e especificidade de 77%) (Figura 16). Nao foi encontrada
associacao entre o percentual de HIF-1o no soro e a sobrevida das cadelas através do

teste de Kaplan Meier (O.R. 2,392; I1C 95%= 0,4735 a 20,32; p>0,05) (Figura 17).
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Figura 16. Valor de corte estabelecido para ocorréncia de obito 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 concentracdo de HIF-1a

(valor de corte: 71,825% de HIF-1a no soro) (O.R. 2,392; IC 95%= 0,4735 a 20,32;
p>0,05).



Tabela 6. Associacdo entre o percentual sérico de HIF-1a e 0s pardametros clinico-

patoldgicos das cadelas do grupo de estudo.

Parametros HIF-1a
clinico-patol6gicos Numero de cadelas (% em relagdo ao controle)

Caracteristica Clinica

Controle 50 100,0 + 4,864

Amostras 30 79,84 £2,635

p 0,0006*
Tipo Histoldgico

Maligno 24 (80%) 78,56 + 3,266

Benigno 6 (20%) 83,37 +4,181

p 0,42
Tamanho tumoral

T1 18 (60%) 81,41+2,714

T2 4 (13%) 89,14 + 14,12

T3 8 (27%) 71,66 + 2,903

p# >0.05
Linfonodos regionais

NO 20 (67%) 78,76 £ 2,323

N1/N2 10 (33%) 83,05 + 8,085

0,49

Localizagdo Tumoral

Muiltiplos 15 (50%) 78,41 + 4,590

Unicos 15 (50%) 81,27 2,723

0,59

Tempo de evolugéo

1 més 7 (23%) 80,34 + 3,773

Até 6 meses 10 (33%) 77,98 + 3,379

Mais que 6 meses 13 (44%) 81,00 + 5,288

p# > 0.05
Estadiamento clinico

| 17 (57%) 82,00 + 3,155

] 3 (10%) 80,16 + 2,565

1] 8 (27%) 78,42 + 8,886

v 2 (6%) 75,99 + 3,872

p# >0.05
Ulceragéo

Sim 4 (13%) 72,95 £ 4,249

Nao 26 (87%) 80,90 £ 2,937

p 0,31
Vascularizagéo

Abundante 8 (27%) 76,95 + 7,928

Moderada 22 (73%) 80,89 + 2,294

p 0,51
Recidiva

Sim 6 (20%) 92,73 £9,778

Nao 24 (80%) 77,60 £ 2,357

p 0,03*
Metastase

Sim 6 (20%) 77,72 + 4,241

Né&o 24 (80%) 80,26 + 3,070

p 0,72
Censura

Obito 8 (27%) 79,28 +8,175

Vivas 22 (73%) 80,04 £ 2,229

p 0,90

* valor de p estatisticamente significante (teste t student’s, p<0,05).
# diferente analise estatistica (teste Anova)
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Para analise multivariada, quando cada caracteristica clinico-patolégica foi
associada ao maior risco de oObito, houve correlacdo estatisticamente significante entre
ambos metastase (O.R. 0,031831 a 0,795915; p=0,03) e alta concentracdo sérica de

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

Tabela 7. Regressdo logistica multivariada em cadelas com neoplasia maméria e a
associacdo entre a influéncia das concentragcdes do VEGF e HIF-1a e alguns parametros

clinico-patologicos com aumento do risco de 6bito.

Variaveis E.S. 95% I.C. p
clinico-patoldgicas

Tempo de evolucéo 0,062822 -0,201779 a 0,327424 0,62
Tipo histoldgico 0,144504 -0,242743 a 0,360119 0,68
Metéstase 0,183149 0,031831 a 0,795915 0,03*
Recidiva 0,149249 -0,200127 a 0,422529 0,46
Localizacao tumoral 0,017108 -0,210552 a 0,244769 0,87
Estadiamento clinico 0,128702 -0,126907 a 0,41003 0,28
Vascularizacao 0,145357 -0,096884 a 0,509534 0,17
Concentracdo sérica VEGF 0,163816 0,209823 a 0,893251 0,003*
Percentual sérico HIF-1a 0,118175 -0,218706 a 0,274312 0,81

S.E. Erro padréo; I.C. Intervalo de confianca
* valor de p estatisticamente significante

3. PCR em Tempo Real

3.1. Quantificagdo do RNA

A concentracdo dos RNAs foi determinada utilizando-se o aparelho NanoDrop
2000C Spectrophotometer (Thermo Scientific®) na absorbancia de 260 nm e 280 nm.

Todas as quantificacOes estdo descritas na Tabela 8.



Tabela 8. Quantificacdo das amostras de RNA extraido pelo método do Trizol.

Amostra do tecido tumoral de Leitura (ng/ul) 260/280 nm
cada cadela
C1 2.104,8 1,94
Cc2 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
Cl4 2.1334 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
Cc22 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
Cc27 1.576,8 1,89
Cc28 2.361,2 1,88
C29 975,9 1,65
C30 863,9 1,38

3.2. Integridade do RNA

47

A integridade do RNA foi constatada pela presenca das subunidades

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

RNA degradado.



48

Figura 18. Padréo eletroforético das subunidades 18S e 28S do RNA em gel de agarose
1% corado com brometo de etideo. Note que ha separacdo das duas bandas do RNA

ribossomal na maioria das amostras (seta).

3.3. Selecdo dos genes enddgenos

A selecdo dos genes enddgenos foi feita com auxilio do software DataAssist
v3.0 (Applied Biosystems®), sendo utilizados como normalizadores da reagéo os genes
que apresentaram maior estabilidade de amplificacdo (score menor que 1,5) entre as
amostras do mesmo grupo de tecido mamario neoplasico 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 enddgenos da reacdo, pois mostraram maior estabilidade de amplificacdo
(score menor que 1,5) entre amostras de tecido mamario neoplasico 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. Andlise realizada pelo Software DataAssist v3.0 mostrando a estabilidade dos genes candidatos & controles enddgenos.
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3.4. Andlise da expressdo génica

3.4.1. Expressao génica do VEGFA

No grupo de estudo (n=30 cadelas), 57% dos tumores com vascularizacdo
abundante apresentaram superexpressdao do gene VEGFA (numeros 3, 4, 11 e 21)
(Figura 20), representando aumento estatisticamente significante (p=0,02; Figura 21)
quando comparados aos 68% dos tumores com vascularizagdo moderada que
apresentaram subexpressdo (nimeros 2, 6, 8, 9, 10, 15, 16, 17, 19, 20, 22, 23, 24, 26 €
29) (Figura 20).

Das cadelas sem historico de recidiva tumoral, 68% dos tumores apresentaram
subexpressdo do gene VEGFA (nimeros 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
as cadelas com historico de recidiva tumoral que apresentaram superexpressao (nimeros
11, 14 e 21) (Figura 20).

Das cadelas que vieram a Obito apds a retirada tumoral, 71% dos tumores
apresentaram superexpressao do gene VEGFA (numeros 3, 4, 11, 13 e 14) (Figura 20).
Das cadelas que continuaram vivas durante o periodo de acompanhamento, 73% dos
tumores apresentaram subexpressdo do gene VEGFA (nimeros 1, 2, 6, 8, 9, 10, 15, 16,
17, 19, 20, 22, 23, 24, 25 e 29) (Figura 20). Dessa forma, foi possivel observar aumento
estatisticamente significante da expressdo do gene VEGFA nos tumores das cadelas que

vieram a 6bito (p=0,02; Figura 23).
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Figura 20. Expressao quantitativa do gene VEGFA em tumores mamarios de cadelas.

Valores da expressao génica em Logio.
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Figura 21. Representacdo da associacao entre a expressao quantitativa do gene VEGFA

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

* p= valor significativo pelo teste t student’s.
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Figura 22. Representacdo da associacao entre a expressao quantitativa do gene VEGFA

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

* p= valor significativo pelo teste t student’s.
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Figura 23. Representacdo da associacdo entre a expressdo quantitativa do gene VEGFA

em cadelas com neoplasia mamaria que continuaram vivas e que vieram a Obito
(p=0,02).

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

Das 30 cadelas estudadas, 86% dos tumores com irrigagdo moderada
apresentaram superexpressdo do gene HIF-1A (ndimeros 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 irrigacdo
abundante que apresentaram subexpressao (numeros 3, 4 e 11) (Figura 24).

Das cadelas que continuaram vivas durante o estudo, 91% dos tumores
apresentaram superexpressao do gene HIF-1A (nimeros 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 a oObito apresentaram subexpressdo do gene HIF-1A (nimeros 3,4
,11 e 14) (Figura 24), sendo possivel observar diferenca estatisticamente significante

quando comparados esses dois grupos (p=0,003; Figura 26).
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Figura 24. Expressdo quantitativa do gene HIF-14 em tumores mamarios de cadelas.

Valores da expressao génica em Logio.
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Figura 25. Representacdo da associacdo entre a expressdo quantitativa do gene HIF-14

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

* p= valor significativo pelo teste t student’s.
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Figura 26. Representacdo da associacdo entre a expressao quantitativa do gene HIF-14
em cadelas com neoplasia mamaria que continuaram vivas e que vieram a Obito

(p=0,003).

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

Os fatores angiogénicos desempenham um papel importante no crescimento
tumoral e desenvolvimento de metéstases ®® sendo a hipéxia uma condigéo essencial
para o processo de angiogénese. ®® Neste estudo foram avaliados os dois principais
fatores desencadeadores do processo de angiogénese e sua relacdo com o prognostico
das cadelas com neoplasia mamaria.

A técnica de imuno-histoquimica evidenciou a marcacdo citoplasmatica do
VEGF e do HIF-1o em todos os fragmentos tumorais. Do mesmo modo, Qiu et al. ®
analisou a expressdo do VEGF em tumores malignos e benignos e em tecido normal de
mama de cadelas, demonstrando marcacéo evidente nas células tumorais com aumento
significante da expressdao dessa proteina no tecido neoplésico quando comparado ao
normal, bem como nos tumores malignos quando comparados aos benignos sugerindo o
envolvimento do VEGF na progressao tumoral. A imunohistoquimica tem sido utilizada
para verificar a expressao do HIF-1a em diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de
mama. ® Schindl et al. ®® encontraram marcacéo citoplasmatica forte do HIF-1a em
23% dos tecidos de pacientes com neoplasia mamaria.

Nossos resultados ndo demonstraram correlagdo entre a expressdo imuno-
histoquimica do VEGF e do HIF-1o com nenhuma das variaveis analisadas no grupo
estudado. Ao contrario, Al-Dissi et al. “® demonstraram associac&o entre o aumento da
expressao do VEGF e o aumento do marcador de proliferacdo celular Ki-67 em

adenocarcinoma mamario de cdes. Assim como o estudo de Millanta et al. ¥

que
relacionou 0 aumento da expressdo do VEGF com comportamento tumoral mais
agressivo. Estudo de Zhong et al. ® encontrou aumento da expressdo do HIF-1o em

29% dos tumores primarios de mulheres e em 69% dos tumores com metastase,



57

demonstrando a participacdo desse fator na progressdo tumoral. Ainda, de acordo com
Generali et al. ®®, 0 aumento da expressdo do HIF-1a pode caracterizar baixa resposta a
terapia adjuvante com tamoxifeno desfavorecendo o prognostico de pacientes com
cancer de mama.

Nesse estudo, a expressdo imuno-histoquimica do VEGF foi significantemente
maior do que a do HIF-1a. A expressdo do VEGF nas células tumorais esta sob o
controle do HIF-1. “% %Y entretanto, a ativacdo de oncogenes e a perda da funcio de
genes supressores tumorais, como 0 PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog Deleted
on Chromosome 10), pVHL e p53 tém sido demonstrada como capaz de modular a
expressdo do HIF-1 em alguns tipos tumorais. ©”

Na oncologia veterinaria, a expressdo do VEGF e a sua relacdo com o
comportamento bioldgico dos tumores € ainda pouco estudada, no entanto, a expressao
do VEGF tem sido correlacionada com pior prognéstico @, assim como a expressdo do
HIF-1a. ©®

Como verificado pela técnica de ELISA, os niveis séricos de VEGF foram
significativamente maiores nas cadelas com neoplasia mamaria, quando comparados aos
controles. Da mesma forma, alguns estudos tém relacionado fatores angiogénicos e
inflamatorios a malignidade tumoral e indicam que esses marcadores podem ser usados
para predizer o prognéstico. ®®° Estudo de Kato et al. “® demonstrou aumento dos
niveis séricos de VEGF em cadelas com neoplasia mamaria maligna quanto comparados
as cadelas com neoplasia maméria benigna, assim como nas cadelas que apresentaram
metastase pulmonar ap6s a retirada do tumor. De acordo com Thielemann et al. %

altos niveis de VEGF foram verificados em pacientes com céncer de mama de pior

estadiamento clinico e com metastase para linfonodos axilares, indicando o importante
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papel do VEGF na neovascularizacao dos tumores. Assim como nos estudos de Jia et al.
(102) ¢ Kapahi et al. *® que encontraram elevadas concentragdes de VEGF em pacientes
com cancer de mama bem como sua relacdo com a baixa taxa de sobrevida. No entanto,
Duranyildiz et al. “® e EI Tarhouny et al. “® n3o encontraram diferenca significante
nos niveis séricos de VEGF entre os grupos com cancer de mama e controle.

As correlacdes entre 0 aumento nos niveis de VEGF e os fatores de malignidade
tumoral, envolvendo os parametros clinico-patologicos indicadores de pior evolucao
clinica, podem caracterizar esse fator de crescimento como marcador de progndstico
ruim. Trabalhos relacionando o VEGF com esses parametros apresentam resultados
controversos na literatura. Estudos de Coskun et al. ‘% e Perez-Rivas et al. ®°"
verificaram altos niveis de VEGF em pacientes com tumores de mama altamente
invasivos e metastaticos. Da mesma forma, Berezov et al. @ encontraram relagéo
significativa entre o aumento dos niveis de VEGF e tumores infiltrativos considerando-
0 como um fator progndstico de avaliagdo conjunto aos sinais clinicos e morfoldgicos
do cancer de mama. Ao contrario, Hodorowicz-Zaniewska et al. ‘%) n&o encontraram
associacao entre os niveis de VEGF e os parametros clinico-patolégicos estudados, e
portanto ndo consideram o VEGF um potencial marcador prognostico no cancer de
mama. Nesse sentido, o VEGF tem sido considerado um importante indicador do
desenvolvimento do céancer, sendo seus niveis séricos muitas vezes utilizados para
estimar o grau de progresséo do tumor.

Pela curva de Kaplan-Meier foi observado que 75% das cadelas que vieram a
obito apresentaram niveis elevados de VEGF. Esses resultados sugerem que 0 aumento

nos niveis desse fator de crescimento pode ser considerado uma marcagdo prognostica

independente para a sobrevida e na identificacdo de pacientes com pior progndéstico. A
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angiogénese tem seu papel no desenvolvimento do tumor e na formacdo de metastases,
sendo um importante fator preditor do tempo livre da doenca e da taxa de sobrevida
global de pacientes com cancer. @ Ao contrério, Bachelot et al. “ ndo encontraram
relacdo entre a taxa de sobrevida de pacientes com cancer de mama e 0s niveis séricos
de VEGF.

Através da analise multivariada com relacdo ao 6bito, foi encontrada associacédo
entre o desenvolvimento de metastase e 0 aumento nas concentracfes de VEGF. Tem-se
bem estabelecido na literatura que o risco de recidiva e 6bito em pacientes com cancer
de mama é relativamente proporcional ao tamanho tumoral, envolvimento de linfonodos
e presenca de metastases. ¥ Além disso, de acordo com Kato et al. “®@ o aumento na
concentracdo sérica de VEGF pode ser utilizado como marcador para progressdo
tumoral, recidiva, bem como para a sobrevida dos pacientes com cancer de mama, além
de estar relacionado com a baixa resposta a terapias.

Ao contrario dos achados para VEGF, os niveis séricos de HIF-1o foram
menores nas cadelas com neoplasia mamaria quando comparadas as controles. A
quantificacdo do HIF-1a no soro de cadelas com neoplasia mamaria € escassa na
literatura. Ece et al. “*2 analisaram os niveis séricos de HIF-1a em pacientes diabéticos
com céncer de mama e em pacientes saudaveis, demonstrando aumento significativo
desse fator no soro dos pacientes com cancer de mama. Estudo de Liang et al. *¥
encontraram aumento dos niveis séricos de HIF-1o em pacientes com cancer de pulmao,

assim como Jia et al. “*¥

que encontraram aumento dos niveis séricos de HIF-1o em
pacientes com céncer de figado.
Por outro lado, os niveis séricos de HIF-1o foram significantemente maiores em

cadelas que apresentaram recidiva tumoral. No cancer de mama, o HIF-la, um
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importante fator que age como regulador central em situacBes de hipdxia e tem
demonstrado associacdo com a morbidade e mortalidade. *?

Nesse estudo, a técnica de qPCR foi realizada a fim de verificar a influéncia da
expressao génica do VEGFA e do HIF-1A no prognoéstico das cadelas com neoplasia
mamaria. Como esperado, 0 VEGFA demonstrou-se superexpresso em tumores com
caracteristicas de pior prognostico, ao contrario da expressao génica do HIF-1A.

Diversos autores tém demonstrado que em condic¢des de hipdxia, os HIFs podem
induzir a expressdo de inGimeros genes, em especial do VEGF. 42 70115 Ng entanto,
neste estudo, a expressdo génica do HIF-1A ndo seguiu 0 mesmo padrdo que a
expressao génica do VEGFA, e isto pode se justificar pelo fato do HIF-1A agir
sinergicamente com outros fatores que regulam a producdo do VEGFA, em resposta a
hipoxia. 1

Estudos de Mohammed et al. !, Santos et al. ® Zhang et al. “” e Koukourakis
et al. ® associaram o aumento da expressdo génica de VEGF com maior agressividade
das células tumorais, ocorréncia de metédstase e pior sobrevida de pacientes com
neoplasia mamaria. Em cées, a expressdo génica do VEGF foi previamente estudada por
gPCR e 0 aumento da sua expressdo foi relacionado & maior agressividade tumoral. ©*
Em concordancia com os nossos resultados, Kallergi et al. “% analisaram a express&o
génica de VEGF em linhagens de células de cancer de mama metastatica (MDA-MB-
231) e ndo metastatica (MCF-7), encontrando aumento da expressdao do VEGF nas
células mais agressivas, especialmente as metastaticas.

No presente estudo, o gene HIF-1a apresentou-Se superexpresso em tumores
com caracteristicas de melhor prognostico. A hipoxia desempenha um papel critico na

formacéo de metastase em tumores de mama. Esta bem estabelecido que o HIF-10 ¢ um
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regulador da homeostase do oxigénio nos tecidos funcionando como modulador da
sobrevivéncia das células. Nesse contexto, o aumento da expressdo do HIF-1lo em
varios tipos de céancer tem sido associado com comportamento agressivo,
desenvolvimento de metastases a distancia, bem como resisténcia a tratamentos em
pacientes com cancer de mama. ®® Assim, ao contrério dos nossos resultados, Schito et
al. ¥ relacionou o aumento da expressdo dos HIFs com a invasdo tecidual e
consequente progressao do cancer.

Resultados que relacionam o papel HIF-1o. com a progressdao do cancer na
literatura sdo controversos, uma vez que, em condicGes de hipdxia grave, este fator se
comporta como um gene capaz de promover a apoptose e morte celular ©% 9
entretanto, a maioria dos autores sugerem que 0 HIF-1a pode ser adicionado a lista de
novos e promissores fatores prognosticos fornecendo informacgdes importantes no
manejo clinico de pacientes com cancer de mama. ©”

Nesse contexto, diversas pesquisas dedicam-se a desenvolver estratégias de
tratamento que possam inibir a progressdo tumoral, sendo a via mediada pelo VEGF

e/ou HIF-10, o principal alvo de novos agentes terapéuticos. 8 120-121)
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V. CONCLUSOES

O presente trabalho permite concluir que:

1. A relagdo entre a alta expressdo imuno-histoquimica do VEGF e a baixa

3.

expressdo do HIF-1a nos tecidos tumorais sugere que outros mecanismos podem

ativar a transcricdo do VEGF na angiogénese dos tumores mamarios.

Altos niveis séricos de VEGF, bem como o aumento da expressdo génica no
tecido de cadelas com neoplasia maméria tiveram relacdo com pardmetros
clinico-patologicos de prognostico reservado e pior evolucgéo clinica sugerindo o
importante papel desse fator na progressdo da doenca, destacando-o como

potencial marcador progndstico para cadelas com neoplasia mamaria.

O aumento do percentual sérico do HIF-1a nas cadelas do grupo controle, nas
cadelas com neoplasia mamaria e histérico de recidiva tumoral, bem como o
aumento da expressdo génica do HIF-1A no tecido de cadelas com melhor
prognostico reforga o papel controverso do HIF-1a na progressdo tumoral, ndo

confirmando esse fator como marcador progndéstico em neoplasias mamarias.
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VII. APENDICE

Apéndice A: Protocolos de preparo das soluces.

! BSA PBS--------- 12 mL
1Y W—— 059

2PBS  Cloreto de SOdiQ ----------==mmmmzmmemmemmeeeeeeeeene- 16,36 g
Fosfato de Sodio Dibasico ------------=-=----------- 219
Fosfato de S6dio Monobasico di-hidratado ----- 0,69
Agua Destilada -----------========mmmmmmem e 2000 mL

3 Tampdo citrato (pH 6,0) Acido Citrico -------- 2,19

Agua Destilada ---- 1000 mL

Solucdo de hidréxido de soédio (NaOH) para regulagdo do pH do acido citrico

*CTFB  Agua Destilada ---------mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmeeeeee 73 uL
4x Transcription Factor Binding Assay Buffer ------- 25 pL
Reagente A -----------m-mm-mmmmme- - --1lpuL
300 MM de DTT ------m-mmmmmmmmmmm oo 1uL

Solucdo de 300 mM de DTT
DTT -----mmmmmmmmmeem 05¢
Agua Destilada --- 12,5 ml

> Tampé&o de Lavagem Agua Destilada 2L
Wash Buffer 400X -------------------- 5mL
Polysorbate 20 -------------==--=------ 1mL

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

H,O Destilada ------------------=-------- e 27 mL
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VIIl. ANEXOS
ANEXO A - Modelo do Termo de Consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com os principios éticos estabelecidos na Lei n® 11.794/2008 e na resolucdo n°® 714/2002)

Titulo da Pesquisa: “Detec¢do de potenciais marcadores prognésticos e preditivos em
neoplasia mamaria de cadelas”

- “Avaliac¢do de novos marcadores prognoésticos e preditivos em neoplasia mamaria de
cadelas: Avaliacdo sérica e molecular do VEGF e do HIF-1”

- “Avalia¢do de novos marcadores progndsticos e preditivos em neoplasia mamaria de
cadelas: Expressdo dos receptores MT1 e MT2 e acdo da melatonina em cultura
primaria”

Pesquisadores Responsaveis: Prof?. Dra. Debora A. P. C. Zuccari — Coordenadora /
Marina Gobbe Moschetta — Mestranda / Juliana Ramos Lopes — Mestranda.

Para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no cancer de mama em
cadelas, os pesquisadores estdo desenvolvendo uma pesquisa cientifica que podera
melhorar 0 nosso conhecimento sobre esse tumor e, portanto oferecer novas
possibilidades de tratamento e de melhora na qualidade de vida dos nossos animais de
estimacao.

A. O estudo tem como objetivo avaliar o papel do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) e do fator induzido por hipoxia (HIF-1) em cadelas em diferentes
momentos, além de avaliar a acdo da melatonina em cultivo celular; a fim de
verificar a relacdo entre os valores e utilizd-los como marcadores de crescimento
tumoral e no surgimento de metastases.

B. Sera coletada uma amostra sanguinea do animal (3 mL) no momento da cirurgia e
posteriores coletas serdo feitas: um més apos a cirurgia, seis meses apds a cirurgia e
12 meses apos a cirurgia.

C. Apls a cirurgia para retirada do tumor sera cortado parte deste material, um
pedacinho que sera enviado ao laboratorio para diagnostico histopatologico. Néo
haverd mudanca na técnica cirirgica para esta coleta.

Declaro que, apés ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador sobre a
utilizacdo para estudo de amostra sanguinea e um fragmento da lesdo tumoral
(pedacinho de 1 cm do tumor) a ser retirado durante o procedimento cirdrgico, ja
estipulado no tratamento, consinto em participar livre e espontaneamente deste estudo e
me comprometo a manter contato com o grupo para as 3 coletas subsequentes em 1
més, 6 meses e 12 meses apos a cirurgia.

Assim, consinto em participar do projeto de pesquisa em questdo. E comprometo-me a
conceder a coleta de amostras sanguineas da minha cadela durante os quatro periodos da
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pesquisa e ainda, comprometo-me a manter o pesquisador informado no caso de
mudanga de endereco ou telefone.

Nome do(a) proprietario(a):

Nome da cadela:

Endereco residencial: n°
Bairro: Telefone residencial: Celular:
Data:........ [...... Lovooenii, L ASSINATUI A ..o

Declaracdo de responsabilidade: Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios
deste estudo. Coloquei-me a disposicdo para perguntas e respondi a todas. Obtive o
consentimento de maneira livre e me coloquei a disposi¢do para esclarecimento de
qualquer duvida sobre o estudo pelos enderecos abaixo indicados.

Nome do(a) pesquisador:

Inscrigdo no Conselho Regional: ..........cccovveiiiiinincscse e

Profa. Dra. Debora A.P.C. Zuccari — Laboratério de Investigacdo Molecular no Cancer — LIMC.
Av. Brigadeiro Faria Lima, n° 5416 FAMERP - Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio
Preto

S&o 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 Clinica do animal

FICHA CLINICA

Nome da cadela: Idade:

Histdria Clinica:
( ) Recidiva
() Metéastase

Tempo de evolucédo: Imés( ) até 6 meses () mais de 6 meses ( )
Numero de nédulos: Unico( )  Mdltiplos ( )

Dimens6es do tumor (T): X X (cm)

TO: auséncia do tumor primario evidente ou auséncia de recidiva

T1:<3cm

T2:entre3e5cm

T3:>5cm

Envolvimento de linfonodos regionais:
NO: sem envolvimento evidente

N1: envolvimento unilateral Nla: moveis N1b: fixos
N2: envolvimento bilateral N2a: méveis N2b: fixos
Quanto a confirmacdo histoldgica de envolvimento de linfonodos: (-) ou (+)

Metastase a distancia:

MO: sem metastases evidentes

M1: metastases a distancia incluindo linfonodos nédo regionais
Mx: impossivel avaliar existéncia de metastases

Caracteristicas do tumor:
Ulceracéo: sim( ) ndo( )
Vascularizagéo: moderada ( ) abundante ( )
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Comiss&o de Etica na
Experimentagdo Animal

GEEA

FAMERP

Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto

Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal - CEEA

FAMERP Autarquia Estadual, Av. Brig. Faria Lima 5416 CEP 15080,000 Tei. 3201-5700 S.J.Rio Preto/ SP

DELIBERAGAO CEEA N° 008/2010

A Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de

S&o José do Rio Preto — CEEA/FAMERP, em reuniao desta data analisou o projeto de

pesquisa intitulado “Avaliagdo de novos marcadores prognosticos e preditivos em

neoplasia mamaria de cadelas: Avaliacdo sérica e molecular do VEGF e do HIF-1”
(Protocolo FAMERP n° 5230/2010)” sob responsabilidade da Prof2 Dr.? Débora
Aparecida Pires de Campos Zuccari, e deliberou que o mesmo esta de acordo com os

principios éticos estabelecidos na Lei n°® 11.794/2008 e na Resolugdo n® 714/2002 e foi

aprovado por essa Comissao.

Atencédo: Ao final do estudo o pesquisador devera preencher o Formulario do

Relatério Final e enviar ao CEEA.

Séo José do Rio Preto, 27 de setembro de 2010.

0,602 %&ww

Profai/ra Gloria ElltLa Florido Mendes
ice-Presidente da CEEA
FAMERP




