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RESUMO

GIOVANI, T.M. Estudo sobre a associacdo de OCT4 com marcadores progndsticos em

neoplasias mamarias de cadelas. [Association of OCT4 with prognostic markers in canine breast
cancer]. 2013. 105 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013.

A neoplasia mamaria é a doenca mais entre as neoplasias em cadelas. As caracteristicas
clinicas dos tumores mamarios caninos e sua relacdo com prognostico foram discutidos,
incluindo idade, racga, estagiamento clinico, diagnostico histopatoldgico, horménios e
proliferacdo celular. Fatores clinicos prognosticos incluindo diametro do tumor e
comprometimento linfonodal sdo discutidos em relacdo a graduacdo histopatologica e
expressao de OCT4 (marcador para célula tronco tumoral). Avaliagdo imunohistoquimica dos
marcadores (RE, RP, Ki-67 e OCT4) de neoplasias mamarias foi descritas. Foi observada
marcacdo positiva para o0 OCT4, porém nédo se observou associacdo com fatores prognosticos
clinicos. Assim como a marcagdo de RE, PR e Ki-67 foram observados. Houve uma forte

associacao entre graduacéo histopatoldgica de malignidade e tipo histoldgico.

Palavras-chave: Neoplasia mamaria. Cadelas. OCT4. Marcadores progndsticos.



ABSTRACT

GIOVANI, T. M. Association of OCT4 with prognostic markers in canine breast cancer.
[Estudo sobre a associacdo de OCT4 com marcadores prognosticos em neoplasias mamarias
de cadelas]. 2013. 105 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2013.

Mammary neoplasms are the most common neoplasm in female dogs. The clinical features of
canine mammary gland tumors and their relation to prognosis were discussed, including age,
breed, staging, histopathological diagnosis, hormones, cell proliferation. Additional clinical
prognostic factors including tumor size, and lymph node status are discussed in relation to
graduation histopathological and OCT4 expression (cancer stem cell marker).
Immunohistochemical evaluation of the markers (ER, PR, KI-67, OCT4) of the neoplastic
canine mammary gland is described. We observed positive staining for OCT4, but was not
associated with clinical prognostic factors. And the marking of ER, PR and Ki-67 was
observed. There was a strong association between histopathological grade and histological

type of malignancy.

Keywords: Mammary cancer. Canine. OCT4. Prognostic markers.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias mamarias correspondem a aproximadamente metade de todos o0s
tumores observados em cadelas. Atualmente, os tumores de mama séo os mais frequentes nas
cadelas, onde correspondem a 52% de todos os diferentes tipos de cancer (QUEIROGA,
2002) e dentro dessa porcentagem, 41% sao de carater maligno (ATTIA, 1982; MISDORP,
1988; FONSECA, 2000). O tumor mamario afeta, principalmente animais idosos com idade
média de cerca de 10 anos (EGENVALL, 2005). Os animais mais acometidos sdo fémeas
inteiras ou fémeas que foram submetidas a ovariohisterectomia (OSH) mais tardiamente.
Assim como, observa-se que com a pratica da OSH em cadelas jovens, ha reducdo na
incidéncia da neoplasia mamaria (YAMAGAMI, 1996).

Estrogeno e progesterona tem um papel no desenvolvimento da glandula maméria
normal, mas tem-se observado a importancia na tumorigenése mamaria (KEY, 1982,
SELMAN, 1994). Estrogeno sdo promotores da iniciacéo celular além de regular a transcri¢éo
de alguns proto-oncogenes nucleares. Os progestagenos usados para suprimir o estro
promovem alteracbes hiperplasicas e neoplasicas nas glandulas mamarias. Acredita-se que
neoplasias mamarias talvez ocorram como resultado de uma complexa interacdo de fatores
distintos; entretanto a exata causa ainda é pesquisada. Através deste processo dindmico, o
tumor de mama pode ser influenciado pelo hospedeiro como genética e fatores externos,
incluindo fatores ambientais, podendo permitir ou reduzir a resposta individual
(NERURKAR, 1989).

As caracteristicas epidemioldgicas e clinicas, bem como o comportamento bioldgico
de tais tumores de cadelas sdo similares aos carcinomas mamarios de mulheres, por essa
razao, cadelas sdo um excelente modelo de entendimento de varios aspectos de carcinogénese
em ambas as espécies (PELETEIRO, 1994).

Nos ultimos 40 anos, agentes anti-cancerigenos tem estado na préatica clinica,
possibilitando que pacientes com cancer sobrevivam. Infelizmente mesmo para pacientes que
conseguem a remissdo apds tratamento com cirurgia, quimioterapia, radioterapia ou qualquer
terapia moderna, frequentemente, observa-se recidiva, meses ou anos depois. Uma hipotese
para explicar esse fendbmeno se da pela ideia de que a célula tumoral adquira resisténcia aos

quimioterapicos, radioterapicos ou por uma cirurgia com pouca margem de seguranca (CRIPE
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et al., 2009). Assim como, auto-suficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais
de anti-crescimento, evasdo da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese
sustentada, e invasdo tecidual e metastase s@o responsaveis, principalmente, pelo mecanismo
de defesa que as células cancerosas possuem em relacdo a prevencdo e combate ao cancer
(HANAHAN, 2000).

Um dos mais recentes conceitos em oncologia, seria a hipotese de que células tumorais
possam se tornar resistentes as terapias frequentemente utilizadas, devido a algumas células
no tumor possuirem caracteristicas de células tronco somaticas. Sabidamente sabe-se que
células tronco possuem caracteristicas de auto-renovacao e, portanto poderiam tornar o tumor

imortalizado por replicacdo de células resistentes.

O estudo da expressdo de marcadores prognosticos tumorais mamarios é de suma
importancia no diagndéstico, progndstico e terapia adequada a cada paciente como individuo.
E a sua correlacdo com resisténcia terapéutica seja por presencga de células tronco tumorais

deve ser esclarecido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NEOPLASIA MAMARIA EM CAES

O cancer de mama é a neoplasia mais comum em cadelas. Devido a sua alta
incidéncia, varios estudos tém sido realizados para maiores esclarecimentos ao proprietério e

melhor conducdo terapéutica.

Existe uma prevaléncia maior em fémeas com 8-11 anos de idade, sendo possivel em
1% dos machos, o aparecimento da doenca (BRODEY, 1983; HELLEMEN, 1993;
KORSCHING, 2005).

Entre as causas mais comuns que contribuam com a carcinogénese sdo 0s hormonios
estrégeno (E2), progesterona (P4) e do crescimento (GH). Fémeas das espécies caninas que
receberam injecBes de progestdgenos como finalidade anticoncepcional, apresentam maior
incidéncia do tumor mamario (SILVA, 2004). Fémeas castradas antes do primeiro cio tem
menor possibilidade (0.5%) de desenvolvimento do cancer de mama quando comparadas a
fémeas que foram castradas apds o primeiro (8% de chance de desenvolver) ou o segundo
ciclo estral (26%). Disturbios enddcrinos como cios irregulares, cistos foliculares ovariano,
corpo luteo persistente, hiperplasia endometrial e pseudociese tem sido relacionados a
carcinogénese maméria (DE NARDI, 2008).

Fatores nutricionais também podem influenciar no desenvolvimento do tumor de
mama. De acordo com Zuccari et al. (2004) em um estudo retrospectivo, foi observado que
animais obesos de até 1 ano de idade apresentam maior risco de desenvolver neoplasias. Desta
forma, a predisposicdo no aparecimento tumoral pode estar relacionada a nutricdo nos
primeiros meses de vida do animal, principalmente antes do primeiro ciclo estral (CASSALLI,
2000).

Observa-se que tumores benignos apresentam-se circunscritos e ndo aderidos ao tecido
adjacente e possuindo evolucdo lenta. J& os tumores malignos, apresentam crescimento
invasivo, rapido, ulceracfes, inflamacdo e até mesmo processos infecciosos locais e,
geralmente acomete os linfonodos regionais. A disseminacdo tumoral pode ser realizada

através da drenagem linfatica ou venosa (DE NARDI, 2008).
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A drenagem linfética da glandula maméria ocorre através dos linfonodos regionais. Os
linfonodos inguinais superficiais drenam as mamas inguinais, abdominais caudais e 30% das
abdominais craniais e, os linfonodos axilares drenam 70% das mamas abdominais craniais,
toracicas craniais e toracicas caudais. A glandula abdominal cranial possui, portanto,
drenagem mista (PATSIKAS, 1996).

Sessenta e cinco a 75% das neoplasias ocorrem nas glandulas mamarias abdominais
caudais e inguinais, provavelmente, por terem mais volume de tecido glandular que as demais
(LANA, 2006).

A maioria dos tumores mamarios em cadelas, especialmente em fémeas idosas,
possuem caracteristicas de malignidade, agressividade e podem metastatizar para linfonodos

regionais, baco, figado e principalmente pulméo (WITHROW, 1996).

2.2 IMPORTANCIA DO ESTUDO DE FATORES PROGNOSTICOS.

Determinar o estagio clinico do paciente € importante para que se esclareca o prognostico
terapéutico e que se faga um adequado planejamento terapéutico de acordo com a necessidade
individual do paciente. Prognéstico é um termo médico utilizado para prever como uma
doenca de determinado paciente possa evoluir (ZAIDAN DAGLI, 2008).

Muitos fatores prognosticos sdo bem aceitos em tumores mamarios malignos em caes,
como o tamanho tumoral, comprometimento linfonodal, metastase a distancia, tipo
histoldgico, grau de malignidade, grau de diferenciacio e atividade proliferativa (BRATULIC
et al., 1996; MISDORP et al., 1999; MISDORP, 2002; DE LAS MULAS et al., 2005). Assim
como, o aumento da disponibilidade de anticorpos para imunohistoquimca tem permitido
avaliar mais critérios de prognéstico (ZAIDAN DAGLI, 2008; MORRIS, 2010). A
identificacdo de receptores membranares ou moleculares relacionados a progresséo tumoral
nos permite caracterizar o fenétipo da célula tumoral (MOHAMMED, 2011), podendo ser

observados fatores progndsticos e preditivos importantes (RAMOS-VERA, 2008).
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Devido o grande numero de informacgdes referentes a biologia do céncer de diferentes
tipos histoldgicos, um diagndstico mais preciso é necessario, observando caracteristicas
celulares e moleculares do tumor que estdo além da definicdo de malignidade (RAMOS-
VERA, 2008).

2.2.1 Fatores progndsticos

Alguns fatores sdo determinantes no prognostico e seguimento clinico e/ou cirurgico,
como tamanho do tumor, envolvimento linfonodal, metéstase a distancia, tipo histologico,
grau de malignidade, grau de diferenciacdo nuclear, evidéncias de reatividade celular linfoide
ao redor do tumor, grau de invasdo, crescimento intravascular, atividade dos receptores
hormonais, fracdo da fase S como medida da proliferacdo, aneuplodia do DNA e AgNOR
(LANA, 1996). O quadro 1 resume os fatores progndsticos de importancia na neoplasia

mamaria canina.

Quadro 1 - Resumo dos fatores prognoésticos em tumor mamario canino

FAVORAVEL DESFAVORAVEL INDIFERENTE
e < 3cmdediametro e >3cmde didmetro e |dade
e  Bem circunscrito e Invasivo, ulcerado e Raca (ragas menores
e Linfonodo negativo e Linfonodo positivo tém mais tumores
e Positividade para RE e RP e Negativo para RE benignos)
e Subtipo histoldgico: e Subtipo histol6gico: carcinoma e Estado reprodutivo
carcinoma bem diferenciado, pouco diferenciado, simples, sélido, e Peso
complexo e tubular/papilifero anaplésico, inflamatorio e sarcomas. e Tipo da cirurgia
e  Tumorgrau | e  Tumor grau Il (mastectomia total ou
¢ indice de proliferagio: e indice de proliferagio: parcial)
baixa contagem de - alta contagem de AgNor e Nuamero de nédulos
AgNor - alta expresséo de Ki-67 e Glandula maméria
baixa expressédo de . alta expressdo de PCNA envolvida.
Ki-67 - mutag&o do gene p53
baixa expresséo de - aneuploidia do DNA
PCNA

AgNor: regido organizadora nuclear argirofilica; DNA: acido desoxirribonucleico; PCNA: antigeno nuclear de
proliferacdo celular; p53: gene supressor tumoral p 53; RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de progesterona;
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2.2.2 Estadiamento clinico e sua relagdo com progndstico

Existe uma forte relacdo entre o tamanho do tumor e prognostico. Tumores iguais ou
menores do que 3 cm tem melhor prognéstico comparados com tumores maiores (CASSALL,
2011). Ferreira et al. (2009), observaram que tumores maiores que 5 cm (T3) apresentavam
alta taxa proliferativa e baixa positividade aos receptores de progesterona (RP) do que 0s

menores tumores (Ty 7).

Os linfonodos regionais metastatizados (N;) estdo associados com a menor sobrevida
guando comparados a animais negativos a metastase (No) (HELLMEN, 1993). A presenca de
metastase a distancia também é um fator prognostico desfavoravel quando comparado a

fémeas negativas ao rastreamento (SONREMO, 2003).

O estadiamento clinico das neoplasias mamarias em cadelas tem por objetivo avaliar o
tamanho do tumor primario (T), comprometimento dos linfonodos regionais (N) e presenca de
metastase a distancia (M) no momento do diagndstico clinico. Esse estadiamento é realizado
segundo o sistema TNM proposto pela Organizacdo Mundial de Saude (Quadro 2). O
rastreamento de metastase é de grande importancia, principalmente de pulméo, pela
radiografia tordcica, quando se ha& possibilidade de intervencdo cirurgica. Apds a
determinacdo do estadiamento clinico deverd ser determinado o estigio da doenga
(CASSALLI, 2011), o quadro 3 descreve os grupos de estagios de acordo com o estadiamento

clinico determinado.



Quadro 2 - Estadiamento clinico de carcinoma mamario canino

T: TAMANHO DO TUMOR

e  T;: menor que 3 cm de diametro
a: ndo aderido
b: aderido a pele
c: aderido a musculatura
e T, entre 3e5cmde diametro
a: ndo aderido
b: aderido a pele
c: aderido a musculatura
e T3 maior que 5 cm de didmetro
a: ndo aderido
b: aderido a pele
c: aderido a musculatura
N: COMPROMETIMENDO DE LINFONODOS REGIONAIS

e Ng: sem envolvimento neoplésico

e Nj: com envolvimento neoplésico
a: ndo aderido
b: aderido

M: METASTASE A DISTANCIA

e My auséncia de metastases a distancia

Mj: presenga de metastases a distancia, incluindo linfonodos distantes.

Fonte: (Modificado de Owen, L.N. Classification of tumors in domestic animals, Geneva, 1980, WHO).

Quadro 3 - Grupos de estagios de tumor mamario canino

ESTAGIO T N M

| Tla,bouc NO, N1a ou N2a MO

1 TO N1 MO
Tla,bouc N1
T2a,bouc NO ou Nla

11 T3 Qualquer N MO
Qualquer T Nb

v T3 Qualquer N M1
Qualquer T

Fonte: (Modificado de Cassali, G.D., 2011).
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O comportamento do tumor dependera da sua origem e tipo histoldgico. Fémeas com
tumores complexos apresentam melhor prognostico que aquelas com tumores exclusivamente
epiteliais. As células mioepiteliais seriam as responsaveis por esse efeito protetor, suprimindo
a proliferacéo e a invasdo tumoral, enquanto que, as células epiteliais estariam relacionadas a

progressdo e disseminacdo da doenca.

Os tumores mamarios possuem caracteristica nodular e podendo ser encontrados em
mais de uma mama. Além disso, histolégicamente pode-se encontrar heterogeneidade entre
mamas e até mesmo no mesmo nodulo mamario (exemplo carcinoma tubular e adenoma
solido no mesmo tumor). Um estudo encontrou correlacdo entre o grau histoldgico e o
intervalo de remissdo ap0s mastectomia em 158 cdes com cancer de mama (GILBERTSON,
1983). Somente 19% dos cdes com carcinomas grau O (in situ ou ndo invasivo) tiveram
recidiva ou metéstase dentro de 2 anos ap6s a mastectomia comparados a 60% de cdes com
grau | (invasdo estromal) e 97% de cdes com grau Il ( invasdo linfatica ou venosa). O

prognostico é muito melhor para cdes com carcinoma nédo invasivo.

De acordo com Gilbertson (1983), existe uma relacdo entre a extensdo do tumor até o
ato cirurgico e o risco da recidiva ou aparecimento de um segundo tumor. Philibert (2003)
demonstrou que em cadelas com tumores malignos que se apresentavam em estagio Il ou

mais altos tiveram significantemente diminui¢do no tempo de sobrevida.

Em uma analise univaridvel, o envolvimento linfonodal predispés a um pior
prognoéstico, com 80% dos cdes positivo a metastase, tiveram recidiva em 6 meses. Em
contraste com cdes com carcinoma mamario (exceto sarcomas) com linfonodos negativos
usualmente tiveram uma taxa de recidiva de 30% ou menos por até dois anos apos a cirurgia.
Karayannopoulou et al. (2005) também reportaram que metastase linfonodal teve um impacto

negativo na sobrevivéncia.

2.3 DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO E GRAU DE MALIGNIDADE

Em 1974, a Organizagdo Mundial de Saiude (OMS) publicaram a primeira
Classificacéo Internacional de Tumores de Animais Domesticos. Esse sistema de classificagio

foi baseado em trés publicacbes na Veterinary Pathology sobre tumores mamarios malignos.
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Estas publicagdes incluiram um glossario baseado na morfologia, qual deu a base para a

classificacdo dos tumores mamarios malignos.

Em 1999 (MISDORP), houve uma modificacdo no sistema de classificacdo. Mais
recentemente, Goldschmidt et al. (2011) propuseram uma nova classificacdo para os tumores
mamarios (Quadro 4). Essa nova classificacdo divide os tipos tumorais em grupos diferentes.
O primeiro grupo inclui as neoplasias epiteliais malignas, como o carcinoma in situ, 0
carcinoma simples e o carcinoma complexo. Outro grupo inclui os tumores malignos
especiais, como o carcinoma de células escamosas e o carcinoma inflamatério. Existe ainda o
grupo dos sarcomas, como 0s osteossarcomas, 0s condrossarcomas e os fibrossarcomas. As
neoplasias benignas incluem tumores como o adenoma simples, o fibroadenoma e o adenoma
complexo. Os demais tipos histolégicos envolvem o carcinossarcoma, as hiperplasias e

displasias mamarias e as alteracdes do mamilo.

Quadro 4 Classificacao histologica dos tumores mamarios de cadela (continua)

I: Neoplasias epiteliais malignas

e  Carcinoma-in situ
e  Carcinoma —-simples
1.  Tubular
2. Tubulopapilar
3. Papilar-cistico
4. Cibriforme
e  Carcinoma- micropapilar invasivo
e  Carcinoma- s6lido
e  Comedocarcinoma
e  Carcinoma-anaplastico
e Carcinoma em um complexo adenoma
- A parte benigna ja é detectavel.
e  Carcinoma-tipo complexo
- O componente epitelial € maligno e o mioepitélio é benigno.
e  Carcinoma e mioepitelioma maligno
- O epitélio e 0 mioepitélio sdo malignos.
e  Carcinoma — tipo misto
- O componente epiteliai ¢ maligno; o mesénquima mioepitellial é benigno e o componente mesenquimal é
cartilagem ou 0sso.
e  Carcinoma ductal — contraparte maligna do adenoma ductal.

e  Carcinoma papilar intraductal- Contraparte maligna do adenoma papilar intraductal.

11: Neoplasias malignas epiteliais — Tipos Especiais
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e  Carcinoma de célula escamosa.
e  Carcinoma adenoescamoso.
e  Carcinoma mucino
e  Carcinoma secretor de lipideos.
e  Carcinoma de células fusiformes
1. Mioepitelioma maligno.
2. Carcinoma de células escamosas
3. Carcinoma- variagdo de células fusiformes
e  Carcinoma inflamatério
I11- Neoplasias Mesenquimais Malignas — Sarcomas
e  Osteossarcomas
e  Condrossarcomas
e  Fibrossarcomas
e  Hemangiossarcomas
e Outros sarcomas
IV- Carcinosarcoma — Tumor Mamario Maligno Misto
V- Neoplasias benignas
e  Adenoma - simples
e Adenoma papilar intreductal (papiloma de ducto)
e  Adenoma ductal (adenoma basal)
e  Fibroadenoma
e  Mioepitelioma
e Adenoma complexo (adenomioepitelioma)
e Tumor benigno misto
VI- Hiperplasia/Displasia
e  Ectasia de ducto
e Hiperplasia lobular (adenose)
1. Regular
2. Com atividade secretdria (lactacional)
3. Com fibrose-interlobular com tecido conectivo
4.  Com atipia
e  Epiteliose
e Papilomatose
e  Fibroadenomatose
e  Ginecomastia
VII- Neoplasia do Mamilo
e Adenoma
e Carcinoma
e  Carcinoma com infiltracdo epidermal
VI111- Hiperplasia/Displasia do Mamilo
e Melanose da pele do mamilo
Fonte: (Modificado de Goldschmidt, M. 2011).

(concluséo)
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A grande dificuldade em avaliar a neoplasia mamaria € identificar quais das neoplasias

sdo “realmente” malignas. A presenca de muitas células, com um nucleo largo e nucléolo

proeminente, nem sempre pode ser um diagnostico de carcinoma mamario. Alguns critérios

devem ser seguidos baseados nos seguintes itens segundo Goldschimidt (2011):

e tipo de tumor;

¢ significante pleomorfismo nuclear e celular;

e indice mit6tico;

e invasdo peritumoral e linfatica;

e metastases em linfonodos regionais;

e presenca de areas distribuidas de necrose;

Assim como, Pefia (1974) e Misdorp (1999) descreveram sob forma de tabelas,

critérios para graduar a malignidade histol6gica dos tumores e a diferenciacdo que 0s mesmos

sofrem. Dessa forma, quanto menos diferenciado o tumor, ou seja, estando classificado em

grau I, mais maligno o tumor sera e, pior o prognostico para o paciente. Porém em 2011,

Goldschmidt et al. propuseram uma nova classificacdo e andlise dos tipos histologicos,

diferenciacdo e polimorfismo celular. Goldschmidt (2011) propés a ideia de dar notas aos

tumores para facilitar o entendimento do clinico (quadros 5 e 6) e principalmente para

melhorar a graduacao anteriormente descrita por Pefia (1974) e Misdorp (1999).

Quadro 5 - Critério para graduacao histoldgica de neoplasias mamarias malignas

FORMAGAO TUBULAR PLEOMORFISMO N° MITOSES/CAMPO
NUCLEAR
1 ponto
Pena Formacao tubular Nucleo uniforme e 0-9 mitoses
> 75% regular, nucléolos

ocasionais

Misdorp Formagcéo tubular bem demarcada Pleomorfismo nuclear Nucleo hipercromético
suave ocasional ou figuras de
mitose ocasionais

2 pontos
Misdorp Formagao tubular moderada Pleomorfismo nuclear 2-3 nucleos hipercromaticos

moderado ou figuras de mitose
3 pontos
Pena Nenhuma ou minima formagéo Variagdo no tamanho >20 mitoses

tubular nuclear e ndcleo
hipercromatico, com um
ou mais nucléolos

evidentes
Misdorp Nenhum ou algum tabulo Pleomorfismo nuclear 2-3 nicleos hipercromaticos

evidente ou figuras de mitose

Fonte: (Modificado de Goldschmidt, M., 2011).



29

Quadro 6 - Graduac&o histologica de neoplasias mamarias malignas

SCORE TOTAL GRAU DE MALIGNIDADE
35

PENA |- baixo

MISDORP bem diferenciado

6-7_

PENA 11- intermediario

MISDORP moderadamente diferenciado
8-9

PENA 111- alto

MISDORP pouco diferenciado

Fonte: (Modificado de Goldschmidt, M., 2011).

2.4 RELACAO ENTRE MARCADORES TUMORAL E PROGNOSTICO

Estudos em tumores mamarios caninos tem revelado uma associacdo entre atividade
proliferativa, algumas variaveis clinicas e patoldgicas, como grau histoldgico, pleomorfismo
nuclear, auséncia de receptores hormonais, metastase e taxa de sobrevida (PEREZ ALENZA,
1995; PENA 1998; GERALDES, 2000).

2.4.1 Proliferagéo celular

O antigeno nuclear Ki-67é o mais comum usado na imunohistoquimica para avaliar a
atividade proliferativa tumoral. O Ki-67 é uma proteina heterodiméra com um pico de
expressao na fase M (Mitose) do ciclo celular, e comumente visualizado com o anticorpo
MIB1 (GERDES, 1983), ele é expresso em todas as fases ativas do ciclo celular (G1, S, G2,
M), mas ndo na fase GO (GERDES, 1984). A expressdo do Ki-67 desaparece rapidamente

apos a mitose.

Os resultados obtidos por métodos imunohistoquimicos descrevem a relagdo do
namero de células positivas com o numero de células negativas. A imunomarcacao do Ki-67

tem um padrdo de marcagao nuclear, mas com uma variagdo na intensidade desta.
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O Ki-67 é considerado como marcador desfavoravel em relagdo ao progndstico
(PENA, 1998). Em neoplasia mamaria humana, o Ki-67 é um fator progndstico muito
importante em relacdo ao tempo livre da doenca e de sobrevida (BARNARD, 1987;
BOUZUBAR, 1989; LEONARDI, 1992; VIELH, 1990).

Nos tumores mamarios caninos, o Ki-67 mostrou altas porcentagens na marcacao
celular com o aumento da malignidade do tipo histolégico (GERALDES, 2000; MUTO,
2000; YANG, 2006; MORRIS, 2009; KURILJ, 2011). Pefia et al. (1998), obteve como
resultado maior marcacéo de Ki-67 em tumores malignos quando comparados aos benignos,
aumento no aparecimento de metastase, 0bito pela neoplasia, baixo indice de sobrevivéncia e
baixo indice de sobrevida livre da doenca. Em um estudo com 31 cées, o indice proliferativo
pelo Ki-67 foi menor em tumores ndo malignos e a alta expresséo do Ki-67 foi relacionado a
metéstase, morte pela doenga, baixo intervalo de recidiva e menor taxa de sobrevida
(ZUCCARI, 2004).

Klopfleisch et al. (2010), observou em tumores mamarios caninos significancia entre
tumores benignos/displasia e malignos, com altos indices encontrados em carcinomas sélidos
qguando comparados ao carcinoma tubular. Assim como observou que conforme o grau de
diferenciacdo e pleomorfismo tumoral, os indices de Ki-67 aumentaram, principalmente no
carcinoma in situ. Observou também que o alto indice de Ki-67 estava envolvido com o
tamanho do tumor, envolvimento linfonodal e metastase e, que nesses pacientes o tempo de

sobrevida diminuiu significantemente.

Zuccari et al. (2008), observou alta expressdo do Ki-67 em tumores malignos e menor
expressdo nos tumores benignos. O mesmo autor reportou, em 2004, que o Ki-67 é um
excelente marcador de proliferacdo celular no diagnéstico e prognéstico em tumores malignos
mamarios caninos assim como em humanos (BOUZUBAR, 1989), permitindo avaliar o

crescimento celular e fornecendo um melhor progndéstico ao paciente.

Em tumores mamarios o KI-67 esta inversamente correlacionado com a expressdo do
REa (GERALDES, 2000). Diversos autores, obervaram que a marcagdo imunohistoquimica
do REq, esté relacionado ao tipo histologico, sendo possivel observar maior porcentagem de
marcagdo em tumores benignos (KURILJ, 2011), ou seja, quanto mais maligno for o tipo

histolégico, maior o indice de Ki-67 e menor a positividade do REa.
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2.4.2 Hormodnios estereoidais

Os hormonios ovarianos desenvolvem um papel importante na carcinogénese mamaria
e progressao tumoral em humanos. Nos cdes 0 envolvimento dos hormdonios estereoidais pode
ser observado pela protegdo “anti-cancer” que a castragdo oferece (HAYDEN, 1989). Mesmo
que ha 25 anos foi descrito o envolvimento estereoidal com o cancer de mama em cées

(RUTTERMAN, 1988), ainda poucos estudos s&o encontrados na literatura.

Os receptores hormonais (RH) séo proteinas que se ligam aos horménios estereoidais
circulantes, mediando seus efeitos celulares. Os mais estudados em carcinomas de mama séo
0s receptores de estrogénio (RE) e os receptores de progesterona (RP). Ambos 0s receptores
estdo presentes tanto no tecido neoplasico quanto no tecido normal (MOULTON, 1990;
RUTTERMAN, 1990; DONNAY, 1995). Thurdczy et al. (2007), reportou que mais de 50%

dos tumores mamarios caninos, expressam ER e PR.

O estrgeno desenvolve um papel importante na fisiologia normal da glandula
mamaria e tem um efeito proliferativo no tecido mamario humano (SCHMITT, 1995).
Existem muitas evidéncias que horménios estereoidais contribuam para o desenvolvimento de
tumores em mama de mulheres. Esta evidéncia é reforcada por trabalhos que marcam
receptores de estrdgeno, que atua como um fatos de transcri¢cdo dependente de horménio que
ajuda a regular a expressdo de uma variedade de fatores de crescimento autdcrino e paracrinos

em linhagens celulares de tumores mamarios (CHALBOS, 1994).

Duas isoformas de receptores de estrogeno (RE) tem sido identificados, clonados e
caracterizados em algumas espécies, incluindo a canina, sendo estes o receptor de estrégeno
alfa (REa) e receptor de estrogeno beta (REB). Os REa estdo localizados no Gtero, vagina,
glandula mamaria, figado e glandula pituitaria e os REP estdo localizados no ovario, prostata,

pulmdo, hipotdlamo e bexiga (MITLAK, 1997).

A expressao e papel do REP no cancer de mama em humano ¢ controverso, quer com
sua expressao diminuida ou igual em tecido normal mamario ou tumor benigno. De Las
Mulas et al (2004), reportou que um ter¢o dos tumores mamarios caninos, expressao o REP e
que sua expressao foi mais alta nos tumores benignos quando comparados aos malignos.
Assim como observado maior expressdo, dentro dos tipos histologicos malignos, nos

carcinomas mistos ou complexos, quando comparados aos carcinomas simples.
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No tumor mamario em mulheres, o papel do RE a no prognoéstico e terapéutico ¢ bem
esclarecido. A sua expressdo tem sido relacionada a sobrevida livre da doenca, taxa de
sobrevivéncia e indice proliferativo relacionado ao Ki-67 (GERDES, 1987). Mulheres que
possuam positividade ao RE a, possuem altas taxas de sobrevivéncia e melhor resposta ao
tratamento hormonal pelo Tamoxifen do que as negativas a esse marcador (COCKER, 1969;
PICHON 1980). Observa-se uma expressao aumentada do RE o em tumores benignos, assim
como em tumores menos diferenciados, sendo desta forma um fator progndstico favoravel
(KURILL, 2011).

Tém-se exaustivamente estudado a funcdo dos receptores hormonais, porém em cées
esse estudo ainda é escasso. Muitos aspectos hormonais na carcinogénese mamaria de cées e
humanos parecem ser similares (RUTTERMAN, 1990; MISDORP, 1993). Dados
relacionando horménios esteroides na carcinogénese na glandula mamaria de cées incluem os

efeitos da ovariohisterectomia antes dos 2 anos e meio de idade (SCHNEIDER, 1969).

Os estrdgenos sdo considerados os promotores da iniciacdo tumoral em cancer de
mama e podem aumentar a taxa de proliferacdo pelo recrutamento de células ndo ciclicas
dentro do ciclo celular (SCHMIDTT, 1995). Os estrogenos podem regular alguns proto-
oncogenes nucleares por transcricdo, sugerindo sua participacdo na carcinogénese
(SCHMITT, 1995), promove o crescimento celular estimulando a liberacdo do fator de
crescimento tumoral alpha (TGF-a), do fator de crescimento similar & insulina (IGF-I) e por
inibir o fator de crescimento tumoral beta (TGF-B), além de estimular o crescimento ductal
(MACEWEN, 1996) e aumentar o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
(ILLERA, 2006).

A progesterona exdgena estimula a sintese do horménio de crescimento na glandula
mamaria com proliferacdo I6bulo-alveolar seguida por hiperplasia de células mioepiteliais,
induzindo a formacdo de tumores benignos em animais jovens (MOL, 1997; RUTTERMAN,
2001; MEUTEN, 2002), fémeas que receberam regularmente a progesterona exogenamente
aumenta em trés vezes o risco de aparecimento de tumores malignos e benignos (FERREIRA,
2003). A expressdo de PR esta progressivamente diminuida na hiperplasia, tumores benignos
e tumores malignos em cdes (MILLANTA, 2005).

Geraldes et al. (2000), analisaram tumores mamarios de cadelas e observaram que a
progressao para malignidade em tumores expontaneos € acompanhado por uma diminuicao

nos hormonios estereoidais, ou seja, quando negativo para receptores de progesterona, teréo
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maior taxa proliferativa, mensurada a partir da avaliagdo do Ki-67 e maior malignidade
histolégica. J& Martin de 18 Mulas (2005), observou que tumores benignos tiveram
postividade a0 ER-a e¢ ao PR e que tumores malignos foram positivos para ER-a e
positividade ao PR. A analise dos receptores de estrogeno (ER) e progesterona (PR) tém se
tornado aceito e Util no progndstico e predicdo na resposta a terapia hormonal em tumores
mamarios de mulheres (SNEAD, 1993). Os tumores que respondem & terapia hormonal
expressam altos niveis de receptores de estrogénio, enquanto que 0s tumores gque nao

respondem tém niveis baixos ou indetectaveis.

Animais com tumores de mama com ER e PR, ou somente ER, apresentam melhor
prognostico do que os que possuem somente PR, visto que a presenca dos primeiros
correlaciona-se com tumores bem diferenciados (RAMOS, 2012). A diminui¢do da relagéo
ER/PR em carcinomas mamarios, que originariamente continham esses receptores, tem sido
associada com dimiuicdo da diferenciacéo celular e progressao da doenca, tanto em cées com
em humanos. (SARTIN, 2002). O papel prognéstico e terapéutico do ER-o em tumores
mamarios humanos é bem esclarecido. A expressdo do ER-a ¢é relacionado a sobrevivéncia
livie da doenca e proliferacdo mensurada com anticorpos anti-Ki-67 (PENA, 2000).
Mulheres com tumores mamarios contendo ER-a possuem uma melhor resposta ao tratamento
hormonal do que pacientes sem ER-o (PICHON, 1980).

A glandula mamaria normal, displasias mamarias e tumores benignos tem alta
expressdo do ER-a quando comparados a neoplasia maligna. Metastases sdo frequentemente
negativas tanto para ER como para PR (INABA, 1984). Pefia (2000), observou que tumores
com baixos niveis de ER-a foram significativamente associados com a ocorréncia de

metastases, assim como envolvimento linfonodal.

A dependéncia hormonal dos tumores mamarios caninos geralmente dimiui com o
aumento da malignidade e alta proliferacdo celular, ocorrendo em tumores malignos com
baixa expressdao de receptores de progesterona (GERALDES, 2000). Alguns trabalhos
descrevem que quanto menos diferenciada a neoplasia, menor a expressdo dos receptores
hormonais e maior a autonomia das células neoplasicas, deste modo, pior progndstico para o
paciente (PELETEIRO, 1994; GERALDES, 2000; CASSALI, 2000).

O desenvolvimento de tumores mamarios em cédes sdo hormonios dependentes.
Comparando-se o risco em fémeas ndo castradas, o risco de desenvolvimento de tumores

malignos mamarios e fémeas castradas antes do primeiro cio séo de 0,05 e ap0s 0 segundo cio
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essa porcentagem vai para 26%. Fémeas castradas tardiamente ndo reduzem o risco de
tumores malignos (LANA, 1996).

Existem trabalhos indicando o papel dos horménios estereoidais em cancer de mama
canino na promogéo do crescimento tumoral. ER-o e PR estdo presentes em mais de 50% das
neoplasias mamarias em cdaes. Postula-se que 0s métodos bioquimicos usados nas
publicacbes, possam produzir uma super-expressdo do ER-a e resultados falsos positivos.
Poucos estudos com marcacdo imunohistoquimica de tecido mamario canino ha na literatura,

porém a relacdo entre 0 ER-a ¢ o cancer de mama canino tem sido indicada.

Receptores de estrdgeno (ER) sdo expressos em mais de 50% dos tumores mamarios
caninos (MARTIN DE LAS MULAS, 2005), implicando que esses desenvolvam um
importante papel na iniciacdo e progressdo da doenca, cuja hipotese também é suportada pela
idéia dos efeitos protetores da castragdo (SONRENMO, 2000). Assim como, a ocorréncia da
doenga em fémeas que receberdo durante a vida contraceptivos derivados de progestagenos
(PEREZ ALENZA, 2000). Tem sido relacionado a presenca do marcador ER com um
prognostico favoravel em tumores malignos (NIETO, 2000; RUTTERMAN,2001).

Ao contrario da medicina humana, a imunomarcacdo de ER e PR ndo tém sido
utilizadas rotineiramente como fator progndstico para cadelas com tumor mamério. Do
mesmo modo, o padrdo imunohistoquimico favoreceria cadelas que talvez possam ser

beneficiadas com terapia baseada em antagonistas de receptores estereoidais.

2.5 NOVAS POSSIBILIDADES PROGNOSTICAS

2.5.1 Célulatronco tumoral

A descoberta de populacdes de células tumorais com caracteristicas de celulas-tronco e
sua posterior caracterizacdo, implicaram na hipétese das células-tronco cancerosas (do inglés,
Cancer Stem Cells, abreviacdo CSCs) que postula a existéncia de sub-populacdes de células
responsaveis pela recidiva tumoral apos a quimioterapia (CRIPE et al., 2009). Este é

considerado um modelo muito atrativo para explicar a heterogeneidade que € comum em



35

tumores solidos. Esta teoria propde uma organizacdo hierarquica das células de determinado
tumor, no qual uma populacdo de células com caracteristicas de células-tronco seriam
responsaveis pela manutencdo do crescimento tumoral (VISVADER, 2008). Assim como,
tem sido proposto que essas células iniciadoras de tumores podem ser originadas da
transformacdo de células progenitoras somaticas no 6rgdo em que o tumor se desenvolve
(MIMEAULT, 2007).

Bonnet e Dick (1997) publicaram os primeiros estudos sobre CSCs presentes em

leucemias, onde uma pequena populacédo de células possuia capacidade de se replicarem.

A teoria de CSCs foi proposta por Hamburger em 1977 argumentando que dentro de
um tumor somente uma minoria de células possuiam a capacidade de auto-renovacao
responsavel pela manutencdo do tumor, logo, onde as terapias deviam ser direcionadas, pois é
uma caracteristica de grande importancia em um tumor maligno (atuando no crescimento
ilimitado e invasdo tecidual). Esse conceito foi demonstrado também por Singh (2003), onde
observou a existéncia das CSCs em gliobastoma e AL-Hajj (2003), em tumores sélidos
mamarios, que continham uma populacdo celular com propriedades de células tronco,
marcadas por CD44+/CD24- sendo posteriormente denominadas células-tronco cancerosas
(BONNET, 1997).

As CSCs sdo encontradas em outros tumores como o cancer de prostata, pancreas e
figado entre outros e tem significantes implicacGes clinicas: as CSCs tém sido demonstradas
serem mais resistentes a quimioterapia e a radioterapia e responsaveis pela recidiva tumoral
(VISVADER, 2008). Além disso, acredita-se que as CSCs estejam associadas com pior
prognastico para o paciente (ZHANG, 2010).

O termo CSCs foi originalmente criado para descrever caracteristicas dessas células
que sdo similares as células tronco normais (CT). Se as CSCs sdo originadas de células
troncos normais, ainda esta em discussdo; sua origem é mais provavel ser de diferentes
tumores. Por definicdo, as CSCs possuem propriedades de células troncos normais como auto-
renovacao e pluripoténcia. No momento se acredita que 0s grandes responsaveis tanto pelas
metastases, pela recidiva e pela resisténcia a multiplas drogas possam ser as células-tronco
cancerosas (CROKER, 2008).

As CSCs também apresentam alta expressdo de genes que conferem resisténcia a
multiplas drogas, assim como células tronco normais. Outro aspecto importante é a expressao

de transportadores da familia ABC (ATP-binding cassette) que contribuem com a resisténcia e
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protecdo de toxinas exdgenas, podendo ser considerado uma bomba de efluxo de multiplas
drogas (GOTTESMAN, 2002). Os genes ABCG2 (ATP-binding cassette sub-family G,
member 2 ) e ABCB1/MDR1 séo expressos em sua maioria em células tronco e células-tronco
tumorais (ZHOU, 2001; KIM, 2002; SCHARENBERG, 2002).

Utilizando-se desta propriedade Goodell et al. (1996) descobriram durante seus
experimentos que a marcacgdo de celulas de medula 6ssea de camundongos com o corante
vital Hoechst 33342 apresenta simultaneamente duas emissdes de comprimento de onda
diferentes. Existia uma pequena populacédo de células da medula éssea que apresentava menor
marcacdo com Hoechst 33342 a qual era rica em células que apresentavam marcadores
fenotipicos de células-tronco hematopoiéticas. Esta populacdo foi nomeada de populacdo
lateral (do inglés Side Population, SP, nomeada aqui de populacdo SP), pois apresentava
menor intensidade de Hoechst33342 nas duas fluorescéncias emitidas situando-se no canto

inferior esquerdo quando da anélise pelo citdmetro de fluxo.

A populagdo SP também tem sido observada em outras espécies, incluindo suinos e
primatas, bem como no corddo umbilical de humano, sangue periférico e medula 6ssea
(GOODELL, 1997). Sendo assim, a combinacdo usando drogas quimioterapicas e inibidores

de transportadores ABC podem ser marcadores especificos de CSCs (DEAN, 2005).

Uma vez que foi reconhecida que células-tronco estdo predominantemente encontradas
na populacdo SP, tornou-se possivel classificar e purificar células-tronco de populacdes de
células ou tecidos. Células SP foram identificadas em, 15 de 23 amostras de neuroblastomas,
neoplasia mamaria, neoplasia pulmonar e em glioblastoma (HIRSCHMANN-JAX, 2004).
Além disso, a analise de algumas linhagens celulares tem sido mantidas em cultura por longos
periodos, demonstrando uma pequena populacdo de células SP. Kondo et al. (2004),
evidenciou em uma linhagem C6 de glioma de ratos, quando separadas a populacdo SP das
ndo-SP e mantidas em cultura, que a populacdo SP refletiu uma populacdo com alta

capacidade de auto-renovacgédo e maturacao.

Uma forte evidéncia para a célula tronco ser uma célula alvo na carcinogénese e ser
um potencial para originar a célula tronco tumoral apareceu quando varios pesquisadores
publicaram que o fator necessario para a manutencdo da célula tronco, seria o Oct-4, que foi
encontrado em células tronco embriogénicas mas ndo em tecidos normais (PESCE, 2001). Em
sequida, o Oct-4 foi observado em alguns tumores e concluido por alguns autores que a
expressdo de Oct-4 em células tumorais foi restaurada pelo processo de transformacéo
cancerigeno (MONK, 2001; GIDEKEL, 2003).
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Webster et al. (2005) demonstrou que em 83 tumores caninos, 100% expressaram Oct4,
apesar da frequéncia variavel, pois, alguns tumores expressaram uma baixa frequéncia e
outros uma grande frequéncia, suportando a idéia da hipdtese que células tronco tumorais séo

derivadas de células tronco normais adultas.

2.5.2 Marcador para célula tronco tumoral (oct-4)

Oct-4 também conhecido como Oct-3, pertence a familia de fatores transcricionais POU
(Pit-Oct-Un) (SCHOLER, 1990). A familia POU pode ativar a expressdo de seus genes alvos
marcando a sequéncia octamérica com uma sequéncia AGTCAAAT (SCHOLER, 1991;
PESCE, 2001).

A expressdo deste gene é necessaria para a manutencdo da pluropoténcia em células
tronco embriogénicas e células germinais primordiais e, estd ausente em todas as células

diferenciadas in vitro bem como in vivo (PESCE, 2001).

Martins (2011) provou a reacdo positiva especifica para deteccdo de anticorpos em
carnivoros domésticos, usando anticorpo anti-human OCT-4 em fetos caninos de 21-25 dias
de gestacdo. Roballo et al. (2013), observou imunomarcagdo positiva para 0 OCT-4 em
células germinativas (pluripotentes da crista neural) de fetos caninos, entre 21-25 dias de

gestacdo, assim como decréscimo na positividade conforme a gestacao foi se concretizando.

Eramo (2008) identificou como marcador de CSCs o antigeno de membrana CD133
em carcinoma esoféagico, Chen (2008) reportou que o OCT-4 esteve presente em populacdes
celulares positivas para CD133 isoladas de cultura priméria celular de tumor esofagico e suas
linhagens. Assim como, Chen descreveu que quando silenciava a expressdo do OCT-4 em
células tronco CD133", houve uma significante inibicdo da invasdo tumoral e formacio de

col6nias tumorais e, aumento da atividade apoptdtica.

Alguns estudos publicados recentemente tem demonstrado a importancia da expressao
do OCT-4 em células tumorais e que esta relacionado com a promocdo e manutencdo do
cancer. Tem sido proposto que o Oct-4 seja um fator chave na regulagdo da pluripoténcia e

diferenciacéo celular, sendo talvez um fator determinante na auto-renovagéo (PAN, 2002).
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Jin et al. (1999), descobriu que em linhagem celulares MCF-7 (cancer de mama
humano), expressava quatro produtos do gene POU, incluindo o Oct-4, ndo observando a
mesma positividade em celulas normais adultas. A mesma positividade para o Oct-4 foi
encontrada em carcinomas pancreético e gastrico (WEGNER, 1999; TSUKAMOTO, 2005),
germinomas (HATTAB, 2005) e seminoma retroperitoneal (SUNG, 2006).

He (2012) observou uma alta expressdo do Oct-4 em carcinoma de células escamosas
esofagico e associou com pior grau histolégico e pior prognoéstico clinico, através de
imunohistoquimica e outros ensaios. Beltran et al. (2011), mostrou que a super expressao de
cDNA do Oct-4 em cultura priméria de epitélio normal mamario, gerou uma populacdo de
células com auto renovacdo aberrante e que teve como caracteristica a iniciacdo tumoral e,
quando injetado em camundongos, estas células desenvolveram carcinomas indiferenciados e
com caracteristica molecular, triplo negativo (ER-, PR- E HER2 -), relacionado ao pior

prognostico clinico.

Diversos trabalhos publicados demonstram que células somaticas humanas podem der
reprogramadas em células tronco pluripotentes através da combinacdo de OCT4, SOX-2,
Nanog e Lin28 (YU, 2007) ou a combinacdo de OCT-4, SOX-2, Klf4 e c-Myc
(TAKAHASHI, 2007). A combinacdo OCT-4 e SOX-2 é fortemente relacionada a
pluripoténcia celular indicando que células tumorais positivas para OCT-4 talvez se comporte
como CSC’s. Muitos pesquisadores insistem que as CSCs sejam originadas da transformacao
maligna das células tronco adultas e que tenham o mesmo fendtipo destas. O OCT-4 é
expresso em tumores humanos, mas ndo em tecidos normais somaticos, hipotetizando que

genes embriogénicos sao reativados em células tumorais (HE W, 2012).

Uma significante associagdo entre a marcagdo positiva do OCT4 e sobrevivéncia tem sido
avaliada. Zhang (2010) observou em céancer esofagico uma relacdo significante entre

marcacdo positiva de OCT4 e pior progndstico.

2.6 TECNICA DE MICROARRANJO TECIDUAL E IMUNOHISTOQUIMICA

Embora a avaliagdo histologica defina o diagnostico, pode se requerer o uso de

imunohistoquimica como método auxiliar na classificagdo de tumores indiferenciados
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(DALECK, 2009). Além disso, tem sido usada para avaliar marcadores protéicos no tecido
neopléasico, que podem ser apontados como determinantes no comportamento bioldgico do
tumor e, em alguns casos, propostos como ferramenta auxiliar na determinacdo de
prognostico e de decisdes terapéuticas (HIRAYAMA et al., 2002). Como o método
imunohistoquimico é relativamente caro, a técnica de microarranjo tecidual (Tissue
microarray- TMA) tem sido utilizada para reduzir custos, principalmente em pesquisas. Esta €
baseada na construcdo de um bloco de parafina com fragmentos cilindricos de amostras

teciduais obtidas de dezenas ou centenas de blocos de parafina originais.

Dessa forma, o uso da imuno-histoquimica para conhecer a expressdo de um
determinado marcador pode ser feito em uma Unica ldamina de TMA com centenas de

amostras ao custo e volume de reagentes, de uma Unica reacdo (ANDRADE et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO

Caracterizar a presenca de OCT4 em neoplasias mamarias de cadelas e analisar sua
possivel associacdo com marcadores prognosticos e parametros clinicos, visando sua futura

utilizacdo préatica na oncologia veterinaria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) caracterizar a presenca de OCT4 em diferentes variantes histoldgicas de neoplasias
mamarias de cadelas;

b) analisar a possivel associacdo entre OCT4 e os marcadores imunohistoquimicos
Ki-67, REalfa, REbeta e RP;

c) caracterizar a importancia de OCT4 quanto a fatores progndsticos clinicos e

parametros clinicos em neoplasias mamarias de cadelas.
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4 METODOS

4.1 EXPERIMENTO 1. AVALIACAO DA PRESENCA DE OCT4 EM VARIANTES

HISTOLOGICAS DE NEOPLASIAS MAMARIAS E SUA POSSIVEL ASSOCIACAO
COM FATORES PROGNOSTICOS

Este experimento foi realizado para validagdo do marcador de célula tronco OCT-4 em
neoplasia mamaria de cadelas e sua relacdo com marcadores progndsticos como Ki-67,
receptores de progesterona e estrogeno, em laminas utilizando técnica de microarranjo

tecidual.

4.1.1 Coleta das amostras

Os tumores de mama utilizados no presente estudo para confeccdo de laminas de TMA
foram provenientes do centro de diagndstico Histopet. Os proprietarios assinaram termo de
consentimento e doacdo das amostras biologicas. O projeto foi submetido a anélise pela
comissdo de bioética da FMVZ-USP e teve parecer deferido (Protocolo FMVZ 2227/2011).

Os tumores foram retirados cirurgicamente, e fixados em formol 4% por 48 horas,
processados e embebidos em parafina para andlise histopatoldgica e imunoistoquimica.
No total foram obtidas 61 amostras de tumores mamarios de cadelas para avaliacdo e

validacdo imunohistoquimica através da técnica de TMA.

4.1.2 Classificagdo histoldgica dos tumores

Foram preparadas laminas histologicas de todas as amostras tumorais a partir dos blocos

de parafina, sendo posteriormente coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). Para a avaliacao
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histomorfoldgica e classificacdo das neoplasias foi utilizada a classificacdo mais recente para
neoplasias mamarias (GOLDSCHMIDT, 2011), de acordo com o exposto na quadro 4. A
analise das laminas foi realizada em microscopio dptico binocular convencional, inicialmente
em menor aumento (40x), seguindo-se aos aumentos subsequentes (100x e 400x). A analise

foi realizada pela autora com a confirmacdo de Patologista Veterinario (PIRES, C.G.).

4.1.3 Confeccdo do microarranjo tecidual das neoplasias mamarias de cadelas

Apbs a classificacdo histopatologica, foram selecionados fragmentos representativos de
cada uma das 61 amostras analisadas para serem excisados dos blocos de parafina e
comporem a lamina de microarranjo tecidual. Em seguida, as areas marcadas foram
identificadas nos blocos doadores, dos quais foram obtidos cilindros de 6mm de diametro e
transferidos para o bloco receptor (TMA). Esta técnica foi realizada no Laboratorio Bacchi
(Consultoria em Patologia — Botucatu/SP). Para a orientacdo da sequéncia foi inserida um
corte de amostra de figado no bloco de TMA para a orientacdo do mesmo. A partir do bloco
de microarranjo tecidual foram confeccionados cortes histoldgicos de 4um para realizacdo da

técnica de imunohistoquimica para os marcadores prognésticos descritos a seguir.

4.1.4 Técnica de imunohistoquimica

Para a desparafiniza¢do do material a ser estudado, as laminas foram mantidas em estufa a
55°C por 24 horas. Ap6s esse periodo, foram colocadas em cuba de vidro com xilol a
temperatura ambiente por 30 minutos e depois, em nova solucdo de xilol por 20 minutos. As
laminas entdo foram submetidas a hidratacdo em banhos de alcool, por trés minutos em cada
cuba (alcool absoluto 1, 2, 3, alcool 95% e 85%). Posteriormente, as laminas foram
submetidas a 10 passagens de agua destilada. A seguir foram incubadas com o0s anticorpos a
serem analisados, estes diferem entre si na metodologia aplicada para deteccédo

imunohistoquimica.
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4.1.5 Método de marcacdo imunohistoquimica para cada anticorpo

a)

Ki-67: Para a detecgéo de Ki-67, realizou-se a recuperagdo antigénica em solucao
de citrato de sodio 0,1 M (1L de agua destilada e 2,1g de &cido citrico mono-
hidratado, com pH corrigido para 6,0 com &cido cloridrico) com incubagdo em
panela de pressdo. Realizou-se a incubagdo com o anticorpo primério, na diluicdo
de 1:100 (anticorpo monoclonal clone MIB-1, Dako —CA, USA céd. M7240), em
camara Umida, overnight, a temperatura de 4°C.

OCT-4: Realizou-se a recuperacédo antigénica em solucéo de citrato de sédio 0,1 M
(1L de &gua destilada e 2,1g de acido citrico mono-hidratado, com pH corrigido
para 6,0 com &cido cloridrico) com incubacdo em panela de pressdo. A etapa
seguinte foi o bloqueio da peroxidase enddgena em solucdo de agua oxigenada 6%
por 20 minutos, 10 lavagens em agua destilada. Realizou-se a incuba¢do com o
anticorpo primério, na diluicdo de 1:50 (anticorpo Monoclonal Mouse IgG 2b,
clone c10, Santa Cruz Biotech c6d. SC-5279), em camara Umida, overnight, a
temperatura de 4°C.

Receptor de Estrogeno o: Realizou-se a recuperacdo antigénica em solucéo de

citrato de sdédio 0,1 M (1L de agua destilada e 2,1g de &cido citrico mono-
hidratado, com pH corrigido para 6,0 com &cido cloridrico) com incubacdo em
panela de pressdo. A etapa seguinte foi o bloqueio da peroxidase enddgena em
solucdo de agua oxigenada 6% por 20 minutos, 10 lavagens em &gua destilada,
bloqueio com leite em p6 Molico® 3g/100mL por 60 minutos, seguidas de 10
passagens em agua destilada e lavagens em solugdo tampéo Tris—pH 7,4 (Trizma
Base®-Sigma Chemical Co, USA). Realizou-se a incubacdo com o anticorpo
primario, na dilui¢cdo de 1:50 (anticorpo Monoclonal Mouse AntiHuman Estrogen
Receptor a clone 1D5 - Dako —CA, USA, Cod M7047), em camara Umida, durante
18h, a temperatura de 4°C.

Receptor de Estrogeno B: Realizou-se a recuperacdo antigénica em solucdo de

citrato de sodio 10mM com incubacdo em micro-ondas, poténcia maxima 750W,

durante 15 minutos. A etapa seguinte foi o bloqueio da peroxidase endégena em
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solucdo de &gua oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em &gua destilada,
bloqueio com leite Molico® 3g/100mL por 60 minutos, seguidas de 10 passagens
em agua destilada e lavagens em solucdo tampédo Tris—pH 7,4. Realizou-se a
incubacdo com o anticorpo primario, na diluicdo de 1:100 (anticorpo Monoclonal
Mouse Anti-Human Estrogen [ clone PPG5/10, Dako, USA, Co6d. M7292), em
camara Umida, durante 18h, a temperatura de 4°C.

e) Receptor de Progesterona: Realizou-se a recuperacdo antigénica em solucdo de

citrato de sdédio 10mM com incubacdo em panela de presséo tipo pascal (Dako,
USA). A etapa seguinte foi o bloqueio da peroxidase endégena em solucao de dgua
oxigenada 8% por 20 minutos, 10 lavagens em agua destilada, bloqueio com leite
Molico® 3g/100mL por 60 minutos, seguidas de 10 passagens em agua destilada e
lavagens em solucdo tampdo Tris—pH 7,4. Realizou-se a incubacdo com o
anticorpo primério, na diluicdo de 1:50 (anticorpo monoclonal cat. No 1546,

Immunotech, France), em cdmara Umida, durante 18h, a temperatura de 4°C.

4.1.6 Sistemas de deteccéo para cada anticorpo

Para os anticorpos OCT-4 e KI-67 a reacdo foi detectada através do sistema
LSAB+System-HRP (Dako, USA cod: k069011-2) que corresponde a uma técnica de avidina-
biotina em que o anticorpo secundario biotinilado reage com varias moléculas de
estreptavidina conjugada a peroxidase. O tratamento dos cortes para visualizagdo da reacao
com o cromdgeno DAB (3,3"-diaminobenzidina - Liquid DAB Cromogen® — Dako, USA) na
concentracdo de 1mg/ml de solucdo tampao de Tris e solucdo de H202, por cinco minutos. Os

cortes foram entéo contracorados com hematoxilina de Harris por 20 segundos.

Para os anticorpos REa, REB e RP o anticorpo secundario Advance (Dako, USA) foi
incubado por 30 minutos. Realizou-se nova lavagem com solucdo tampéo TRIS - pH 7,4 e
revelacdo com o cromégeno DAB (3,3 -diaminobenzidina - Liquid DAB Cromogen® —
Dako, USA), durante cinco minutos, e novamente lavagem com solugdo tampéo TRIS - pH

7,4. Como controle positivo foi utilizado ovario normal canino.
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Os controles negativos para cada marcacdo foram submetidos com tampdo PBS 1x com
Tween 0,001% e incubag&o overnight.

As imagens foram analisadas em aumento de 40x no microscopio éptico e contadas
através do software 1Image J 1.46r (National Institute of Health, USA -

http://imagej.nih.gov/ij).

4.1.7 Avaliacdo das marcagOes pela imunohistoquimica para cada anticorpo

a) Ki-67: Essa avaliacdo foi realizada utilizando campo de 40X na microscopia. Para
analise foram contadas as células somente com marcacdo nuclear. Foram contadas
células negativas e positivas de 10 campos do corte e determinada a porcentagem de
células positivas ao marcador.

b) OCT-4: Foi realizado os critérios, para a avaliagdo, segundo publicacdo de He et al.
(2012). Somente células com marcacdo nuclear foram consideradas como positivas.
Foi levado em consideracéo a intensidade e porcentagem de células marcadas (Tabelas
1 e 2). Apos as devidas contagens multiplicou-se a extensédo e a intensidade e obteve-
se um valor de marcacdo como 0, 1, 2, 3, 4, 6 e 9. Para analise estatistica seguiu-se 0s
valores obtidos segundo a tabela 3 (score final)

Tabela 1 - Classificacdo da imunomarcacdo de OCT4 quanto a intensidade de células positivas

SCORE % DE CELULAS
POSITIVAS
NENHUMA

<10%
10%-50%
>50%

w N - O



http://imagej.nih.gov/ij
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Tabela 2 - Classificacdo da imunomarcacdo de OCT4 quanto a intensidade de marcacdo

SCORE INTENSIDADE
0 Nenhuma
1 Fraca
2 Moderada
3 Forte

Tabela 3 - Valores finais para andlise estatistica

INTENSIQADE X MARCA(;AO SCORE FINAL
EXTENSAO DA
MARCACAO
0,1ou?2 Nenhuma ou fraca 0
3ou4d Moderada 1
60u9 Forte 2

C) Receptores de estrogeno a e f: Foi utilizado método semi-quantitativo sugerido por

Cassali et al. (2011), em que foi adaptado utilizado pela American Society of Clinical
Oncology/American College of Pathology (ASCO/ACP). Somente células com
marcacdo nuclear foram consideradas positivas. A analise incluiu avaliacdo da
proporcdo de células positivamente marcadas para cada anticorpo e a intensidade da
marcagdo (Tabelas 4 e 5). Foi entdo realizada a soma de ambos os critérios de
propor¢do de células positivas e intensidade de marcacdo e utilizado o valor para

analise estatistica.
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Tabela 4 - Classificagcdo da imunomarcacdo de RE e RP quanto a proporcao de células positivas

PROPORCAO DE SCORE
CELULAS POSITIVAS
Nenhuma

<1/100
1/100 — 1/10
1/10-1/3
1/3-2/3

> 2/3

o A W N —, O

Tabela 5 - Classificacdo da imunomarcacéo de RE e RP quanto intensidade de marcacéo

INTENSIDADE SCORE
N&ao marcada

Fraca

Intermediaria

w N - O

Forte

4.2 EXPERIMENTO 2: AVALIACAO DA IMPORTANCIA DE OCT4 SOBRE
PARAMETROS CLINICOS

Este experimento foi realizado na tentativa de associar a importancia do marcador de
células tronco tumorais OCT-4 com parametros prognosticos clinicos em neoplasia mamaria

de cadelas.

4.2.1 Pacientes e amostras de tumores mamarios

Os tumores de mama utilizados no presente estudo foram provenientes de animais

atendidos no PROVET - Unidade Divino Salvador sob a responsabilidade da Dra. Renata A.
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Sobral. Os proprietarios assinaram termo de consentimento e doacdo das amostras bioldgicas.
O projeto foi submetido a anélise pela comissdo de bioética da FMVZ-USP e teve parecer
deferido (Protocolo FMVZ 2227/2011).

No total foram obtidas 23 amostras de tumores mamarios de cadelas para anélise
imunohistoquimica e correlacdo entre sobrevida e células tronco tumorais a partir da técnica

de imunohistoquimica.

Os tumores foram retirados cirurgicamente, e fixados em formol 4% por 48 horas,

processados e embebidos em parafina para anélise histopatoldgica e imunoistoquimica.

422 ACOMPANHAMENTO CLINICO DE CADELAS COM NEOPLASIAS
MAMARIAS

Para este estudo, 23 cadelas com diagnostico de neoplasia mamaria foram
acompanhadas clinicamente e avaliado historico pré-cirurgico e acompanhamento pos-
cirtrgico para determinagdo de sobrevida, recidiva e remissdo tumoral e sua relacdo com

marcadores tumorais acima descritos.
Os seguintes parametros foram analisados:

a) ldade;
b) Raca,;
c) Estado reprodutivo;
d) Diagnéstico histolégico;
e) Estadiamento (TNM);
f) Tamanho do tumor;
g) Presenca de metéstase (s), atraves de exames de imagens (RX e US);
h) Tratamento (s) instituido (s);

i) Tempo de sobrevida e complicacoes;
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4.2.3 Classificacdo histologica dos tumores.

Foram preparadas laminas histoldgicas de todas amostras tumorais a partir dos blocos de
parafina, sendo posteriormente coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). Para a avaliagéo
histomorfoldgica e classificacdo das neoplasias foi utilizada a classificagdo mais recente para
neoplasias mamarias (GOLDSCHMIDT, 2011), de acordo com o exposto no quadro 4. A
analise das laminas foi realizada em microscopio éptico binocular convencional, inicialmente
em menor aumento (40x), seguindo-se aos aumentos subsequentes (100x e 400x). A analise

foi realizada pela autora com a confirmacéo de Patologista Veterinario.

4.2.4 Técnica de imunohistoquimica

Para a desparafinizacdo do material a ser estudado, as laminas foram mantidas em estufa a
550C por 24 horas. Apos esse periodo, foram colocadas em cuba de vidro com xilol a
temperatura ambiente por 30 minutos e depois, em nova solucdo de xilol por 20 minutos. As
laminas entdo foram submetidas a hidratacdo em banhos de alcool, por trés minutos em cada
cuba (alcool absoluto 1, 2, 3, alcool 95% e 85%). Posteriormente, as laminas foram
submetidas a 10 passagens de &gua destilada. A seguir foram incubadas com os anticorpos a
serem analizados, estes diferem entre si na metodologia aplicada para deteccédo

imunohistoquimica.

4.2.5 Método de marcacdo imunohistoquimica para cada anticorpo

a) Ki-67: Para a deteccdo de Ki-67, realizou-se a recuperacdo antigénica em solugéo
de citrato de sodio 0,1 M (1L de agua destilada e 2,1g de &cido citrico mono-
hidratado, com pH corrigido para 6,0 com &cido cloridrico) com incubagdo em

panela de pressdo. Realizou-se a incubagdo com o anticorpo primério, na diluigdo
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de 1:100 (anticorpo monoclonal clone MIB-1, Dako —CA, USA cdd. M7240), em
camara Umida, overnight, a temperatura de 4°C.

b) OCT-4: Realizou-se a recuperacao antigénica em solucdo de citrato de sodio 0,1 M
(1L de agua destilada e 2,1g de &cido citrico mono-hidratado, com pH corrigido
para 6,0 com &cido cloridrico) com incubacdo em panela de pressdo. A etapa
seguinte foi o blogueio da peroxidase enddgena em solucdo de agua oxigenada 6%
por 20 minutos, 10 lavagens em agua destilada. Realizou-se a incubacdo com o
anticorpo primario, na diluicdo de 1:50 (anticorpo Monoclonal Mouse IgG 2b,
clone c10, Santa Cruz Biotech c6d. SC-5279), em camara Umida, overnight, a

temperatura de 4°C.

4.2.6 Sistemas de deteccdo para cada anticorpo

Para os anticorpos OCT-4 e KI-67 a reacdo foi detectada atraves do sistema
LSAB+System-HRP (Dako, USA c6d: k069011-2) que corresponde a uma técnica de avidina-
biotina em que o0 anticorpo secundario biotinilado reage com varias moléculas de
estreptavidina conjugada a peroxidase. O tratamento dos cortes para visualizacdo da reagédo
com o cromdgeno DAB (3,3"-diaminobenzidina - Liquid DAB Cromogen® — Dako, USA) na
concentracdo de 1mg/ml de solugdo tampao de Tris e solucdo de H202, por cinco minutos. Os

cortes foram entéo contracorados com hematoxilina de Harris por 20 segundos.

Os controles negativos para cada marcacdo foram submetidos com tampdo PBS 1x com

Tween 0,001% e incubacéo overnight.

As imagens foram analisadas em aumento de 40x no microscopio Optico e contadas
através do software Image J 1.46r (National Institute of Health, USA -

http://imagej.nih.gov/ij).
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4.2.7 Avaliacdo das marcacOes pela imunohistoquimica para cada anticorpo

a) Ki-67: Essa avaliacdo foi realizada utilizando campo de 40X na microscopia. Para
analise foram contadas as células somente com marcacdo nuclear. Foram contadas
células negativas e positivas de 10 campos do corte e determinada a porcentagem de
células positivas ao marcador.

b) OCT-4: Foi realizado os critérios, para a avaliagdo, segundo publicacdo de He et al.
(2012). Somente células com marcacdo nuclear foram consideradas como positivas.
Foi levado em consideracdo a intensidade e porcentagem de células marcadas (Tabela
6 e 7). Apos as devidas contagens multiplicou-se a extensédo e a intensidade e obteve-
se um valor de marca¢do como 0, 1, 2, 3, 4, 6 e 9. Para analise estatistica, foram

utilizados o produto obtido da multiplicacdo da extensdo e a intensidade da marcacao.

Tabela 6 - Classificagdo da imunomarcacdo de OCT4 quanto a intensidade de células positivas

SCORE % DE CELULAS
POSITIVAS
NENHUMA

< 10%
10%-50%
>50%

w N - O

Tabela 7 - Classificagdo da imunomarcacdo de OCT4 quanto a intensidade de marcacéo

SCORE INTENSIDADE
0 Nenhuma
1 Fraca
2 Moderada
3

Forte
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Tabela 8 - Valores finais para analise estatistica

INTENSIDADE X MARCAGAO SCORE FINAL
EXTENSAO DA
MARCACAO
0,10u2 Nenhuma ou fraca 0
3ou4d Moderada 1
60u9 Forte 2

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica foram utilizados testes paramétricos para varidveis com
distribuicdo normal como teste T ndo pareado para comparagfes entre dois grupos
experimentais e ANOVA de uma via para comparagdes com mais de dois grupos.. Quando as
variaveis ndo apresentavam distribuicdo normal, foram utilizados testes ndo-paramétricos
como Mann-Whitnney para comparacfes entre dois grupos experimentais, Kruskal-Wallis
seguido de teste de maultiplas comparagdes de Dunn para comparacfes entre mais de dois
grupos. Para andlise de correlacGes simples entre duas variaveis quantitativas foi utilizado
teste de Spearman. O valor de significancia estatistica foi determinado como sendo p<0,05.
Para as anélise estatistica e confeccao dos gréaficos, foi utilizado software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, EUA).
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5.RESULTADOS
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Resultados referentes ao experimento realizado para validacdo do marcador de célula

tronco OCT-4 em neoplasia mamaria de cadelas e sua relagdo com marcadores prognosticos

como Ki-67, receptores de progesterona e estrogeno, em laminas utilizando técnica de

microarranjo tecidual.

5.1.1 Classificacdo e graduacdo histopatoldgica

Foram utilizados sessenta e um tumores e apds analise histopatologica foram obtidos,

uma lesdo hiperplasica, dois tumores benignos (adenoma complexo) e cinguenta e oito

tumores malignos, todos descritos na tabela 9.

Tabela 9 - Diagnostico histolégico de tumores mamarios em cadelas

Tipos de lesGes NUmero de casos % Total

LesOes epiteliais ndo-neoplasicas

e Hiperplasia 1 1,63%
LesBes epiteliais benignas

e  Adenoma complexo 2 3,27%
Lesdes epiteliais malignas

e  Carcinoma-simples Tubular 8 13,11%

e Carcinoma-simples Tubulo-papilifero 21 34,42%

e Carcinoma-solido 4 6,55%

e  Carcinoma-complexo 13 21,31%

e Carcinoma-anaplésico 10 16,39%

e  Carcinoma-micropapilar 2 3,27%
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5.1.2 Graduacdo de malignidade histopatolégica

Os tipos histoldgicos foram classificados quanto ao seu grau de malignidade conforme
Goldschmidt (2011). A figura 1 demonstra os resultados obtidos da analise do score total de

cada amostra e sua relacdo com o diagndstico histopatolégico.

O eixo denominado como Classificacdo histopatologica se trata do aumento de
malignidade e o eixo denominado como HE score se trata dos valores obtidos da soma dos
parametros descritos na metodologia (formacdo tubular, pleomorfismo nuclear e mitose).
Observou-se um aumento significativo do grau de malignidade (score) conforme mais
maligno o tipo histolégico, sendo em ordem crescente de malignidade o adenoma, carcinoma
simples tubular, carcinoma tabulo-papilifero, carcinoma complexo, carcinoma solido,
carcinoma anaplésico e por ultimo carcinoma micro-papilar.

Figura 1 - Avaliacéo do grau de Malignidade dos diferentes tipos histoldgicos das neoplasias mamarias utilizadas
neste experimento

HE score

*Notas: ANOVA de uma via demonstrou diferenca estatisticamente significativa (p=0,0004). Letras iguais (a,b,c
e d) demonstram diferenca estatistica (P<0,05) em pds-teste de multiplas comparagoes de Tukey.
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Para confirmacdo da importancia da graduacédo histopatoldgica de malignidade, foram
verificadas associagcdes altamente significativas entre a graduacdo histopatologica e a
formacéo tubular (P<0.0001, Figura 2A), o pleomorfismo nuclear (P<0.0001, Figura 2B) e 0
namero de mitoses (P<0.0001, Figura 2C).

Figura 2 - Analise de associagdo entre a graduacao histopatoldgica e os parametros que a compde

4 44 4
5
. LF]
03 3 03 3 @ 3 .
T 3 T3 -]
o 3 o5 o9
8- g2 88
@ 02 O @ 2 o 82 ¢ & @
Bl 3= 3=
T g T E T =
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G 5 17 o E 11 o 1 * o o 0
w 5
o
0 T T T T ! 0 T T T T 1 0 T T T T J
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8
Graduagao Histopatologica Graduagao Histopatologica Graduagdo Histopatologica

*Nota: Todas sdo associa¢Oes altamente significativas (P<0,0001).

Ao comparar a graduacdo histopatolégica proposta por Goldschmidt (2011) com a
graduacdo proposta por Misdorp (2002), observa-se na analise estatistica significancia com
p<0.0001. A figura 3 demonstra que quanto maior a graduacdo Misdorp, maior também ¢é a

graduacdo histopatoldgica.

Figura 3 - Andlise da graduagdo histopatoldgica nos trés grupos propostos pela classificagdo de Misdorp (2002)

Graduacao
Histopatolégica

Graduacgéo Misdorp

*Notas: Teste de Kruskal-Wallis demonstrou diferenga estatisticamente significativa (p<0,0001). Letras iguais (a

e b) demonstram diferenca estatistica (p<0,05) em pos-teste de multiplas comparagdes de Dunn’s.
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5.1.3 Avaliacdo de fatores progndsticos de proliferacéo e receptores hormonais
5.1.3.1 Imunodeteccado de ki67, marcador de proliferacéo celular

A marcagdo do Ki-67 foi restritamente nuclear e, positiva em 90% das amostras,

observando variac¢Ges de intensidade entre as mesmas (Figura 4)

Figura 4 - Representacdo da marcacéo positiva do Ki-67 (40X)

Fonte: Giovani, T.M.
*Nota: Observar variacdo de intensidade entre as marcagdes, a. marcacdo moderada, b. marcacéo forte

Né&o houve significancia estatistica na correlagdo (Figura 5) entre a porcentagem (%)

de Ki-67 e graduacao histopatoldgica (P=0,3756).



Figura5 - Auséncia de associagdo entre a graduacao histopatoldgica e proliferacéo celular
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*Nota: Proliferacdo celular avaliada pela porcentagem de células Ki67 positivas. Teste de correlagdo de

Spearman (P=0,3756)

Confirmando os resultados acima, também ndo foi notada diferenca estatistica quando

comparados os grupos de acordo com Misdorp (2002) e a porcentagem de marcacao do Ki-67

(p=0,9764; Figura 6).

Figura 6 -Auséncia de associacdo entre a graduagdo histopatoldgica (de acordo com MISDORP, 2002) e

proliferacdo celular

% Ki67

*Nota: ANOVA de uma via ndo demonstrou diferenga estatisticamente significativa (p=0,9764).

25+

Grau Misdorp
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5.1.3.2 Imunodeteccéo do receptor de progesterona (RP).

A marcacdo do RP foi restritamente nuclear (Figura 7). Foram somadas as notas
obtidas da extensdo da positividade e a intensidade de marcagdo e correlacionadas a
graduacao histopatoldgica segundo propostas de Misdorp (2002) e Goldschmidt (2011).

Figura 7 - Representagdo da marcagdo nuclear do receptor de progesterona (40x)

Fonte: Giovani, T.M.

N&o houve significancia estatistica na correlacdo (Figura 8 )entre a graduacdo de PR e
graduacdo histopatoldgica (p=0,3756).

Figura 8 - Auséncia de associacao entre a graduacdo histopatolédgica e expressao do receptor de progesterona

(RP)
101
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Graduacédo Histopatologica

*Notas: Expressdo da marcacéo de PR determinada pela soma da extenséo da marcacéo e intensidade da marcacdo. Teste de
correlagdo de Spearman (P=0,5986)
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Confirmando os resultados acima, também néo foi notada diferenca estatistica quando

comparados os grupos de acordo com Misdorp (2002) e a expressdo de PR. Falta citar a figura
9 no texto.

Figura9 - Auséncia de associagao entre a graduacao histopatologica (de acordo com Misdorp, 2002) e
expressao do receptor de progesterona (RP)

8-

(o2}
1

Graduacéo PR
D

Grau Misdorp

*Notas: Marcacédo de PR determinada pela soma da extensdo da marcacdo e intensidade da marcacdo. ANOVA
de uma via ndo demonstrou significancia estatistica (P=0,3687).

5.1.3.3 Imunodeteccao do receptor de estrogeno beta (re )

A marcagdo do RE P foi restritamente nuclear (Figura 10). Foram somadas as notas
obtidas da extensdo da positividade e a intensidade de marcacdo e correlacionadas a
graduacdo histopatoldgica segundo propostas de Misdorp (2002) e Goldschmidt (2011).
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Figura 10 - Representagdo da marcagdo nuclear do receptor de estrogeno B (40x)

Fonte: Giovani, T.M.

N&o houve significancia estatistica na correlacdo (Figura 11 )entre a graduacdo de RE

B e graduagao histopatologica (p=0,1588).

Figura 11 - Expressdao da marcagdo de RE B determinada pela soma da extensfo da marcagéo e intensidade da
marcacao
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*Notas:. Teste de correlagdo de Spearman (p=0,1588).

Confirmando os resultados acima, também néo foi notada diferenca estatistica (Figura
12) quando comparados os grupos de acordo com Misdorp (2002) e a expressdo de PR (p=
0,1093).
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Figura 12 - Auséncia de associagdo entre a graduagdo histopatologica e expressdo do receptor de estrogeno f3

(REB)

Graduacao ERb

Grau Misdorp

*Notas: Expressdo da marcagdo de RE B determinada pela soma da extensdo da marcagdo e intensidade da
marcagdo. ANOVA de uma via ndo demonstrou significancia (p=0,1093).

5.1.3.4 Imunodeteccdo do receptor de estrogeno alfa (re o)

A marcagdo do RE a foi restritamente nuclear (Figura 13). Foram somadas as notas
obtidas da extensdo da positividade e a intensidade de marcacdo e correlacionadas a

graduacdo histopatoldgica segundo propostas de Misdorp (2002) e Goldschmidt (2011).

Figura 13 - Representag&o da marcagao nuclear do receptor de estrogeno a (40x)

Fonte: Giovani, T.M.
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N&o houve significancia estatistica na correlagdo (Figura 14) entre a graduacéo de RE

a e graduacdo histopatoldgica (P=0,2065).

Figura 14 - Auséncia de associagao entre a graduacao histopatoldgica e expressao do receptor de progesterona
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*Notas: Expressdo da marcagdo de RE a determinada pela soma da extensdo da marcagdo ¢ intensidade da
marcacdo. Teste de correlacio de Spearman (p=0,2065).

Confirmando os resultados acima, também néo foi notada diferenca estatistica (Figura
15) quando comparados os grupos de acordo com Misdorp (1999) e a expressdo de PR (P=

0,0547).
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Figura 15 - Auséncia de associagao entre a graduagao histopatoldgica e expressdo do receptor de progesterona
(RE o)

Graduacdo ERa

Grau Misdorp

*Notas: Expressdo da marcagdo de RE a determinada pela soma da extensdo da marcagdo ¢ intensidade da
marcacdo. ANOVA de uma via ndo demonstrou significancia (P=0,0547).

5.1.3 Caracterizacdo da expressdao de oct4 nos diferentes tipos histoldgicos de neoplasias

mamarias

A imunomarcacdo de OCT4 foi restritamente nuclear e observada variacdo na
intensidade de marcacdo (Figura 16). Dos 61 tumores, 35 tiveram marcacdo negativa
(57,37%) e 26 tiveram marcacdo positiva (43,33%). Entre os tumores positivos, 8 receberam
score final 0 sendo classificados como marcacéo fraca (30,79%) e 18 receberam score final 1

sendo classificados como marcagdo moderada (69,23%).
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Figura 16 - Representacdo da marcacdo nuclear do OCT4

Fonte: Giovani, T.M.

A partir da graduacdo de OCT4 em grupos proposta por (HE, 2012), foram definidos
dois grupos neste experimento: Grau 0 = nenhuma ou fracamente marcada e Grau 1=
moderadamente marcada. N&o houve nenhum caso considerado como Grau 2 neste
experimento, possivelmente por se tratarem de neoplasmas malignos em sua maioria. Quando
da analise estatistica entre os grupos Grau 0 e Grau 1, ndo foi observada diferenca quanto a
graduacdo histopatolégica (P=0,7636; Figura 17), proliferacdo celular (P=0,1360; Figura 18)
e expressdo de receptores de progesterona (P=0,6446, Figura 19), estrégeno alfa (P= 0,2024;
Figura 20) e estrogeno beta (P=0,5491; Figura 21).
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Figura 17 - Auséncia de associacao entre a graduacdo histopatoldgica e graduacdo OCT4
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*Notas: A graduacdo histopatolégica foi realizada conforme GOLDSCHMIDT, 2011) e marcacdo de OCT4 de
acordo com (HE, 2012) score final (score 0= nenhuma ou fracamente marcada e score 1= moderadamente
marcada). Andlise comparativa por teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenca significativa estatisticamente
(P=0,7636).

Figura 18 - Auséncia de associacao entre a expressao do Ki-67 (%) e marcagdo de OCT4
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*Notas: O teste Mann Whitney ndo demonstrou diferenca significativa estatisticamente (P=0,1360).



Figura 19 - Auséncia de associacdo entre a expressao RP e marcacdo de OCT4

*Notas: O teste T ndo-pareado ndo demonstrou diferenca significativa estatisticamente (P=0,6446).

Figura 20 - Auséncia de associacdo entre a expressio ER B e marcacdo de OCT4

*Notas: O teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenca significativa estatisticamente (P=0,5491).

69



70

Figura 21 - Auséncia de associagdo entre a expressdo ER a € marcagdo de OCT4
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*Notas: O teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenca significativa estatisticamente (P=0,2024).

5.2 EXPERIMENTO 2

Resultados referentes ao experimento realizado na tentativa de associar a importancia do
marcador de células tronco tumorais OCT-4 com parametros progndésticos clinicos em

neoplasia mamaria de cadelas.

5.2.1 Parametros clinicos

Neste experimento foram utilizados 23 animais acometidos por neoplasias mamarias
sendo descritos seus dados clinicos a seguir. A média de idade, quando dado o diagnéstico
clinico da neoplasia mamaria, foi de 10 anos (sendo a minima de 7 anos e a maxima de 15

anos).

Em relagcdo as ragas acometidas, foi observado maior acometido na raga poodle
(21,73%), seguida por fémeas sem raca definida (17, 39%), Labrador (13,04%), Pit Bull e
Teckel (8,69%) e, Beagle, Boxer, Maltés, Pinscher, Schnauzer, Whippet e Yorkshire Terrier

(4,34% cada). A tabela 10 descreve o nimero de casos por raca encontrados.
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Tabela 10 - Ragas dos animais acometidos pelas neoplasias mamarias

RACAS NUMERO DE CASOS % TOTAL
BEAGLE 1 4,34%
BOXER 1 4,34%
LABRADOR 3 13,04%
MALTES 1 4,34%
PINSCHER 1 4,34%
PIT BULL 2 8,69%
POODLE 5 21,73%
SCHNAUZER 1 4,34%
SEM RACA DEFINIDA 4 17,39%
TECKEL 2 8,69%
WHIPPET 1 4,34%
YORKSHIRE TERRIER 1 4,34%

4.3.1 Classificacdo e graduacao histopatolégica

Foram utilizados vinte e trés tumores e, apds analise histopatol6gica foram obtidos,
um tumor benigno (adenoma simples) e vinte e dois tumores malignos, sendo, nove
carcinomas simples tubular, cinco carcinomas tabulo-papiliferos, seis carcinomas complexos,

dois carcinomas sélidos e, um carcinoma micropapilar, descritos na tabela 11.

Tabela 11 - Diagnostico histologico das neoplasias mamarias

Tipos de lesdes NUmero de casos % Total

Lesdes epiteliais benignas

e  Adenoma simples 1 4,34%

Lesdes epiteliais malignas

e  Carcinoma-simples Tubular 9 39,13%
e  Carcinoma-simples Tabulo-papilifero 4 17,39%
e Carcinoma-solido 2 8,69%
e  Carcinoma-complexo 6 26,08%
e  Carcinoma-micropapilar 1 4,34%




72

4.3.1.1 Avaliacdo da associacao da graduacgao histopatoldgica e parametros clinicos

A graduacdo histopatoldgica ndo apresentou significancia estatistica quando associada

a idade dos animais ao diagndstico (P=0,2854; Figura 22).

Figura 22 - Auséncia de associacdo entre a graduacdo histopatologica e Idade
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*Notas: Teste de correlacdo de Spearman (P=0,2854).
Quando avaliados o parametro castracdo (animais que foram castrados antes do

diagndstico clinico da neoplasia) com a graduacdo histopatolégica, ndo se observou

significancia estatistica (P= 0,5564; Figura 23).
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Figura 23 - Auséncia de associagao entre a graduacéao histopatologico (de acordo com Misdorp, 2002) e estado
reprodutivo antes do diagndstico da neoplasia mamaria
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*Notas: O teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P= 0,4014).

Foi observada significancia estatistica (Figura 24) entre o didmetro do tumor e a

graduacdo histopatoldgica (P=0,0073).

Figura 24 - Associacao entre a graduacdo histopatoldgica e Didmetro do tumor

Diametro do tumor
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*Notas: Teste de correlagdo de Spearman (P=0,0073).

Em relacdo ao acometimento por metastase (pulmonar), no momento do diagnostico
clinico e sua associagdo com graduacdo histopatologica, ndo foi encontrada significancia
estatistica quando associado a graduacdo histopatoldgica, proposta por Goldschmidt (2011)

(P=0, 55; Figura 25).
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Figura 25 - Auséncia de associagdo entre a graduacdo histopatologica (de acordo com Misdorp, 2002) e
presenga de metéstase pulmonar no momento do diagndstico clinico avaliado por raio-x torécico
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*Notas: O teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,55).

Quando analisado a graduacdo histopatoldgica e Obitos, também ndo se observou
diferenca estatistica (Figura 26) entre eles (P=0,2367).

Figura 26 - Anélise da relagdo entre ébitos por metastase pulmonar e graduacdo histopatoldgica proposta por
Goldschmidt (2011)
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*Notas: O teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,2367).

Quando comparado o tamanho tumoral (T) de acordo com o estadiamento clinico

(descrito na Tabela 2) com a graduacao histopatologica proposta por Goldschmidt (2011), foi
demonstrada significancia estatistica (p=0,05; Figura 27).
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Figura 27 - Andlise da relacéo entre estadiamento (Tamanho do tumor = T) e graduacao histopatologica proposta
por Goldschmidt (2011)
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*Notas: Teste de Kruskal-Wallis demonstrou diferenca estatisticamente significativa (p=0,05).

Em relacdo ao acometimento por metéstase de linfonodos, de acordo com o
estadiamento (N=linfonodo), ndo foi encontrada significancia estatistica quando associado a

graduacéo histopatoldgica, proposta por Goldschmidt (2011) (p=0.7815; Figura 28).

Figura 28 - Anélise da relagdo entre acometimento por metéstase em linfonodo e graduacéo histopatoldgica
porposta por Goldschmidt (2011)
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*Notas: O teste Mann Whitney ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (p=0,7815).
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Quanto o estagio clinico, apresentou significancia histopatoldgica na anélise

estatistica, quando associada a graduacao histopatoldgica (P<0,05; Figura 29).

Figura 29 - Associacdo entre a graduacéo histopatoldgica e Estagio clinico
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*Notas: Teste de correlacdo de Spearman (P<0,05).

4.3.2 Imunodeteccdo de KI67 e sua associacdo com parametros clinicos e histopatolégicos

A marcacéo do Ki-67 foi restritamente nuclear e, positiva em 100% das amostras deste

experimento, observando variacGes de intensidade entre as mesmas (Figura 30).
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Figura 30 - Representacdes da marcacdo nuclear do Ki-67 (40X).

*Notas: Variagdes na intensidade da marcagéo.
Fonte: Giovani, T.M.

Houve significAncia estatistica (P=0,0294) na correlacdo (Figura 31) entre a
porcentagem (%) de Ki-67 e graduacdo histopatoldgica proposta por Goldschmidt (2011).

Figura 31 - Associagdo entre a graduacao histopatoldgica e proliferacdo celular. Proliferacdo celular avaliada
pela porcentagem de células Ki67 positivas
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*Notas: Teste de correlacdo de Spearman (P=0,0294).
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Quando relacionado a graduacdo histopatologica e a idade dos animais, ndo se observou
diferenca estatistica (P=0,1632; Figura 32).

Figura 32 - Auséncia de associacdo entre a marcacdo de Ki-67 e idade dos animais
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*Notas: Teste de correlagdo de Spearman (P=0,1632).

Assim como, quando associado o estado reprodutivo de cada animal a graduacédo
histopatoldgica, ndo se observa significancia estatistica (P=0,7118; Figura 33).

Figura 33 - Andlise da relacdo entre estado reprodutivo e marcagao pelo Ki-67
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*Notas: O teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,7118).
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Em relacdo ao acometimento por metastase (pulmonar), no momento do diagnostico
clinico e sua associagdo com a proliferacdo celular, expressada pela marcacéo do Ki-67, ndo

foi encontrada significancia estatistica (P=0, 2084; Figura 34).

Figura 34 - Auséncia de associagdo entre a marcacao pelo Ki-67 e a presenga de metastase pulmonar no
momento do diagndstico clinico avaliado por raios-X toracico
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*Notas: O teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,2084).

Por outro lado, a marcagdo de Ki67 foi importante, pois animais que morreram,
apresentaram maiores % de células Ki67 positivas dos que 0s que ndo morreram (P=0,0003;
Figura 35).
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Figura 35 - Analise da relagéo entre 0bitos por metastase pulmonar e graduagéo histopatolégica porposta por
Goldschmidt (2011)

Ki67

*Notas: O teste T ndo pareado demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,0002).

Quando comparado o tamanho tumoral (T) de acordo com o estadiamento clinico
(descrito na tabela 2) com a proliferagéo celular expressada pela marcagdo de Ki-67, ndo

demonstrou significancia estatistica (P=0,5177; Figura 36).

Figura 36 - Anélise da relagdo entre estadiamento (Tamanho do tumor = T) e expressao do Ki-67
40-
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*Notas: ANOVA de uma via ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,5177).

Em relagdo ao acometimento por metéastase de linfonodos, de acordo com o
estadiamento (N=linfonodo), ndo foi encontrada significancia estatistica quando associado a

proliferacéo celular expressa pela marcagdo do Ki-67 (P= 0,2162; Figura 37).
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Figura 37 - Analise da relacdo entre acometimento por metastase em linfonodo e graduacéo histopatologica
porposta por Goldschmidt (2011)
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*Notas: O teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,2177).

Quanto o estagio clinico, ndo apresentou significancia na analise estatistica, quando

associada a expressao do Ki-67 (P=0,1574; Figura 38).

Figura 38 - Associagdo entre a marcagdo do Ki-67 e Estagio clinico
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*Notas: Teste de correlacdo de Spearman (P=0,1574).

4.3.3 Imunodeteccdo de OCT4 e sua associacdo com parametros clinicos e histopatoldgicos
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A imunomarcacdo de OCT4 foi restritamente nuclear (Figura 39) e observada variagéo
na intensidade de marcacdo. Dos 23 tumores, 6 tiveram marcacdo negativa (26,08%) e 17
tiveram marcacdo positiva (73,91%). Entre os tumores positivos, 8 receberam score final 0
sendo classificados como marcacdo fraca (47,05%) e 6 receberam score final 1 sendo
classificados como marcacdo moderada (26,08%) e 3 receberam score final 2 sendo

classificados como marcacao forte (13,04%).
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Figura 39 - Representacdo da marcacdo nuclear do OCT4

a.

*Notas: a.. extensdo de positividade 1 e intensidade 3; b. extensdo de positividade 2 e intensidade 3.
Fonte: Giovani, T.M.

Em relacéo a graduacdo histopatologica, ndo se observou significancia estatistica (P=
0,2497) quando associado com a marcacdo de OCT4 (valor da multiplicacdo da extensdo da
positividade e intensidade da marcagéo) (Figura 40).
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Figura 40 - Marcacdo de OCT4 avaliada pela multiplicagdo da extensdo de positividade e intensidade da

marcacdo
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*Notas: Teste de correlacdo de Spearman (P=0, 2497).

Quando da andlise estatistica entre marcacdo de OCT4 (avaliada pela multiplicacdo da
extensdo de positividade e intensidade de marcacdo, obteve o valor de score total da
marcacgdo), ndo foi observada diferenga quanto ao estado reprodutivo do animal (p=0,1472)
(Figura 41).

Figura 41 - Anélise da relagdo entre estado reprodutivo e marcacéo pelo OCT4

*Nota: O teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,1472).

Em relacdo ao acometimento por metastase (pulmonar), no momento do diagnostico
clinico e sua associa¢do com a proliferagdo celular, expressada pela marcagdo do OCT4, foi

possivel notar tendéncia a diferenca estatistica significativa (P=0, 0898; Figura 42).
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Figura 42 - Tendéncia de associacao entre a marcacao pelo OCT4 e a presenca de metastase pulmonar no
momento do diagndstico clinico avaliado por raios-X toracico

*Notas: O teste T ndo pareado demonstrou tendéncia a diferenca estatisticamente significativa (P=0,0868).

A avaliacdo estatistica entre grupos de acordo com o score final (0= nenhuma ou
fracamente marcado; 1= moderadamente marcada; 2= forte marcacéo) e animais dos mesmos
grupos apresentando ou ndo metastase pulmonar com o ndmero de casos positivos para 0

OCT4, ndo demonstrou significancia estatistica (P=0,6728; Figura 43).

Figura 43 - Auséncia de associacdo entre a marcacdo pelo OCT4 e a presenca de metastase pulmonar no
momento do diagnéstico clinico avaliado por raios-X torécico entre grupos positivos ao OCT4 (grau
0= nenhuma ou fracamente marcado; grau 1= moderadamente marcada; grau2= fortemente

marcada)
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*Notas: O teste Qui-quadrado ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,6728).

O diametro tumoral também ndo apresentou significancia estatistica (P=0,3010; Figura
44) quando associado a marcacdo do OCT4 (avaliada pela multiplicacdo da extensdo de

positividade e intensidade de marcacdo, obteve o valor de score total da marcacéo).
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Figura 44 - Auséncia de associacdo entre o diametro do tumor e a marcacdo de OCT4 (avaliada pela
multiplicacdo da extensdo de positividade e intensidade da marcacéo)
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*Notas: Teste de correlacdo de Spearman (P=0, 3010).

Quando comparado o tamanho tumoral (T) de acordo com o estadiamento clinico
(descrito no quadro 2) com a marcacdo do OCT4 (avaliada pela multiplicacdo da extensdo de
positividade e intensidade de marcacdo, obteve o valor de score total da marcacdo) pode-se

observar tendéncia a significancia estatistica (p=0,10; Figura 45).

Figura 45 - Andlise da relacdo entre estadiamento (Tamanho do tumor = T) e marcagdo do OCT4 (avaliada pela
multiplicacdo da extensdo de positividade e intensidade da marcacéo)
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*Notas: ANOVA de uma via ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,10).

Em relacdo ao acometimento por metédstase de linfonodos, de acordo com o
estadiamento (N=linfonodo), foi encontrada significancia estatistica quando associado com a
marcacdo do OCT4 (avaliada pela multiplicacdo da extensdo de positividade e intensidade de

marcacao, obteve o valor de score total da marcacéo) (P= 0,0284; Figura 46).
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Figura 46 - Analise da relacdo entre acometimento por metastase em linfonodo e marcagdo do OCT4 (avaliada
pela multiplicacdo da extensdo de positividade e intensidade da marcacéo)

*Notas: Andlise por Teste T ndo pareado demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,0284).

Quanto o estagio clinico, ndo apresentou significancia na analise estatistica, quando
associada a expressdao do OCT4 (avaliada pela multiplicacdo da extensdo de positividade e

intensidade de marcacéo, obteve o valor de score total da marcacao) (P=0,4763; Figura 47).

Figura 47 - Auséncia da associacdo entre a marcagdo do OCT4 (avaliada pela multiplicacdo da extensdo de
positividade e intensidade da marcacdo) e Estagio clinico
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*Notas: Teste de correlacdo de Spearman (P=0,4763).

Assim como, a marcacdo de OCT4 (avaliada pela multiplicacdo da extensdo de
positividade e intensidade da marcagdo) ndo foi estatisticamente significativa (P=0,3761,;
Figura 48) quando associados aos Obitos causados por metastase pulmonar (rastreada por

exame de raio-x toracico no momento do diagndstico clinico da neoplasia mamaria).
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Figura 48 - Analise da relagdo entre Obitos por metastase pulmonar e marcacdo do OCT4 (avaliada pela
multiplicacdo da extensdo de positividade e intensidade da marcacéo)

*Nota: O teste T ndo pareado ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,3761).

A avaliacdo estatistica entre grupos de acordo com o score final (0= nenhuma ou
fracamente marcado; 1= moderadamente marcada; 2= forte marcacéo) e animais dos mesmos
grupos que vieram a obito (por metastase pulmonar) com o nimero de casos positivos para o
OCT4, ndo demonstrou significancia estatistica (P=0,6658; Figura 49).

Figura 49 - Auséncia de associagdo entre a marcacao pelo OCT4 e a presenga de 6bitos (por metastase pulmonar
no momento do diagnostico clinico avaliado por raios-X toracico) entre grupos positivos ao OCT4

(grau 0= nenhuma ou fracamente marcado; grau 1= moderadamente marcado; grau2= fortemente
marcado)

Nao o6bito
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*Notas: O teste Qui-quadrado ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa (P=0,6728).
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6. DISCUSSAQ
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DISCUSSAO

Esse trabalho teve como objetivo caracterizar e verificar a associacdo entre a proteina
OCT4 com fatores prognosticos como a graduacao histopatolégica e parametros clinicos. Tém
se observado diversas pesquisas na tentativa de acrescentar aos fatores progndsticos
existentes, novos parametros, que auxiliem na decisdo clinica e selecdo de pacientes para
determinadas terapias, assim como fatores prognasticos ja determinados na medicina humana.

Para os tumores malignos, o tipo histologico € um elemento fundamental para
observar grupos de animais com a mesma evolucdo clinica. O prognostico torna-se pior
progressivamente com a perda da diferenciacdo histopatoldgica dos carcinomas mamarios
(SONRENMO, 2003). Muitas vezes tem sido observado que tumores malignos, nem sempre
se comportam realmente como malignos. A presenca de muitas células com grandes ndcleos e
nucléolos evidenciados tem nos levado a uma exacerbacdo no diagnostico do carcinoma
mamario, Goldschmidt (2011) propds a ideia que dar pontos para caracteristicas do tumor
maligno, como formacéo tubular, pleomorfismo nuclear e nimero de mitoses para cada 10
campos, poderia classificar mais adequadamente a verdadeira malignidade tumoral. No
presente estudo correlacionamos o grau de malignidade (pela técnica de GOLDSCHMIDT,
2011) e sua associacdo com tipos histolégicos encontrados na amostragem, avaliadas pela
técnica de micro arranjo tecidual (TMA). Foi possivel observar que tumores malignos com
maior pontuacdo de malignidade apresentaram tipos histoldgicos que Goldschmidt (2011)
relatou como tipos mais malignos, como por exemplo, carcinoma micropapilar. Desta forma
para 0 presente estudo é possivel observar que a técnica de TMA é (til para validacdo da
pontuacdo de malignidade proposta por Goldschmidt (2011) e, que como fator prognéstico o
grau de malignidade para pacientes que necessitem de um melhor esclarecimento sobre
comportamento do tumor maligno e para selecdo terapéutica de determinados pacientes, essa
nova classificagdo torna-se mais fidedigna.

Assim como, foi possivel observar que tumores realmente malignos, ou seja, que se
comportem com agressividade para o paciente, possuem caracteristicas pontuais de
malignidade propostas por Goldschmidt (2011). O sistema de graduacdo histologica que
quantifica a formacdo tubular, atividade mitotica e pleomorfismo nuclear sdo fatores
prognosticos (MISDORP, 1999) quando somadas suas pontuagdes propostas por Goldschmidt
(2011), porém seus pontos individuais ndo (MISDORP, 1999). No presente estudo foi
observado que quanto maior a graduacdo histopatologica, maior o valor de cada fator
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quantitativo, avaliadas pela técnica de micro arranjo tecidual (TMA), condizendo com
trabalhos realizados por Misdorp (1999), Karayannopoulou (2005) e Goldschmidt (2011). A
completa avaliacdo da graduacdo dos trés parametros de malignidade (formacdo tubular,
pleomorfismo nuclear e atividade mitotica) pode ser utilizada preferencialmente como fator
prognostico para neoplasia mamaria de cadelas.

Quando comparados os sistemas de graduacdo histopatoldgica propostas por Misdorp
(1999) e Goldschmidt (2011), é possivel observar que ambas as técnicas sd@o condizentes com
a real malignidade tumoral, pois, tumores com maior graduacdo histopatoldgica de
Goldschmidt também obtiveram graduacdo de Misdorp aumentadas, ou seja, ambas as
técnicas sdo capazes de esclarecer o comportamento tumoral, avaliadas pela técnica de micro
arranjo tecidual (TMA).

Alguns trabalhos denotam que a presenca positiva da marcacdo dos receptores
hormonais nos tumores malignos, geralmente sdo favoraveis ao progndéstico clinico do
paciente.

Existe uma correlacdo inversa entre a expressao de RE e grau histopatolégico, ou
ainda que quanto maior a expressdao do Ki-67, maior a graduacdo histopatolégica e, portanto
maior malignidade e, que tumores que tenham um comportamento menos agressivo, Sao
positivos ao RE. N&o se observaram diferencas estatisticas nas correlagdes entre a graduacdo
histopatoldgica proposta por Goldschmidt (2011) e de Misdorp (1999) com a expressdo do
RE B, RE a e RP. Assim como também néo foi observada diferenca estatistica entre marcacao
do Ki-67 (%) e a graduacdo histopatolégica proposta por Misdorp (1999) e Goldschmidt
(2011) ndo se observaram diferencas estatisticas nas correlacdes entre a expressao do Ki-67 e
RE B, RE a e RP. Essas avaliacGes foram realizadas pela técnica de microarranjo tecidual e
talvez o corte analisado ndo tenha sido suficientemente representativo para contagem de
células positivas para o Ki-67 e portanto auséncia das associacdes entre Ki-67, RP e REs.

Também ndo se observou associagdo estatisticamente significativas entre a marcagéo
do OCT 4 com a graduacao histopatologica, RP, RE B ¢ RE a. Nesta analise também foi
utilizada a técnica de TMA e segundo a literatura, a presenca de células positivas ao OCT4
denominadas por CTTs representam 1: 1,400 células epiteliais mamarias (GRIMSHAW,
2008) e que possivelmente ndo foi possivel a visualizacdo destas células pela baixa
representatividade tumoral da técnica.

No experimento 2, a idade média encontrada no presente estudo foi de 10 anos, assim
como em outros trabalhos (PENA, 2000; SONRENMO, 2003; CAVALCANTI, 2006). N&o

foi observada associagéo entre a idade e fenotipo maligno do tumor, ndo sendo considerada a
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idade como um fator progndstico negativo (SONRENMO, 2003). Foi observado que nos
animais mais velhos (maximo de 15 anos), o 6Obito foi mais frequente, mas ndo houve
diferenca estatistica significante. Assim como, 0s animais que vieram a 0bito morreram por
outros motivos que ndo o cancer de mama, como por doencas endocrinas.

Em relacdo a associacdo da graduacgdo histopatolégica ndo se observou relagdo com o
parametro clinico idade, assim como Sonrenmo (2003) descreve em seu artigo, descrevendo
que ndo existe associacdo entre o fenotipo maligno com a idade. Existe uma relacdo descrita
em relacdo ao estado reprodutivo que o animal se encontra no desenvolvimento da neoplasia
mamaria e o tipo histolégico envolvido no caso do aparecimento da doenca (MISDORP
1999).Em vérios estudos, ndo demonstraram uma predisposicdo racial, talvez por diferentes
populacdes caninas utilizadas (PELETERIRO, 1994; PENA, 2000; SONRENMO, 2003). No
presente estudo foi observada uma maior prevaléncia da raca poodle (21,73%) entre onze
racas diferentes, porém esta raca é de grande ocorréncia no pais, sendo uma das racas mais
favoritas pelas pessoas.

No presente estudo foi observado que 86,95% das amostras tiveram tipos histologicos
malignos. Observa-se que existe um aumento na malignidade tumoral durante os anos, em
2000, Fonseca e colaboradores, observaram que 41% dos tumores eram malignos, ja em 2011,
Kurilj encontrou que 75,3% dos tumores mamarios eram malignos. Observou-se também que
dos 23 tumores, 0 mais frequente tipo histolégico encontrado foi o carcinoma simples tubular
(39,13%) seguido pelo carcinoma complexo (26,08%). Alguns autores (LANA, 1996;
MISDORP, 1996; SONRENMO, 2000) sugerem que a castracdo esteja envolvida com a
diminuicdo no risco do aparecimento do tumor mamario, mas nenhum dos autores associaram
0s casos dos animais que desenvolveram a neoplasia e seus estados reprodutivos com o tipo
ou grau histologico. Neste estudo ndo houve associacdo entre a graduacdo histopatoldgica de
malignidade proposta por Goldschmidt (2011) e o estado reprodutivo dos animais envolvidos
nesta amostragem.

O tamanho do tumor é um fator prognostico importante, pequenos tumores geralmente
possuem melhor prognostico do que os tumores maiores (YAMAGAMI, 1996; MISDORP,
2002). Karayannopoulou (2005) ndo encontrou influéncia no valor preditivo do grau
histologico (sugerido por Misdorp, 1999) e o tamanho do tumor. Ao contrario do presente
estudo em que foi observada associacdo estatisticamente significante entre o didmetro do
tumor e a graduacdo histopatologica proposta por Goldschmidt, permitindo observar que
tumores mais malignos possuem um crescimento mais rapido e, portanto sdo maiores. Assim

como, quando associado a graduacdo histopatologica e o tamanho do tumor segundo o
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estadiamento (T=tamanho do tumor), observa-se uma importante associagao entre 0s mesmos.
Porém a diferenca estatistica se da principalmente quando comparados os tumores que
tiveram tamanho entre 3 e 5 cm (T2) entre tumores com tamanho menor que 3 cm (T1) ou
maiores que 5 cm (T3). Talvez ndo se tenha observado maior importancia nos tumores
classificados como T3 devido a amostragem desses casos ser de apenas trés pacientes. Lana et
al. (1996) descreveu que cdes com tumores malignos com didmetro que 3 cm (T1) tiveram um
melhor prognostico do que cdes com tumores malignos maiores do que 3 cm (T2 ou T3). Por
esse motivo, entende-se que tumores maiores possuem maior graduacao histopatologica e
assim como descrito acima, provavelmente pior prognostico ao paciente, devido ao
comportamento mais maligno dos tumores com maior graduag&o histopatoldgica.

A avaliacdo do envolvimento de linfonodos tem um maior impacto na sobrevida dos
animais acometidos. Animais com metastase em linfonodo regional exibe um decréscimo na
expectativa de vida comparado com animais negativos para metastase em linfonodos.
Hellmen (1993) demonstrou que o envolvimento linfonodal foi um fator progndstico
desfavoravel quando analisado em analise univariavel, porém no teste multivariavel ndo se
observou a relacdo do envolvimento linfonodal com pior prognostico. Neste estudo o
envolvimento linfonodal, ndo se observa diferenca estatistica quando associado a graduacéao
histopatologica proposta por Goldschmidt (2011). Acredita-se que o envolvimento linfonodal
esteja relacionado a outros parametros que ndo a graduacéo ou tipo histoldgico.

Queiroga (2002) descreveu que observou relacdo entre o estagio clinico e a sobrevida
total, assim como em outros trabalhos (MISDORP, 1976; YAMAGAMI, 1996). No presente
estudo observa-se uma associacdo entre o estagio clinico e a graduacdo histopatoldgica
proposta por Goldschmidt (2011). Observando os resultados obtidos neste estudo em relacéo
a associacdo entre graduacdo histopatoldgica e tipo histolégico, determinando maior
malignidade tumoral, o estagio clinico esta intimamente relacionado ao progndstico
desfavoravel. Talvez a significancia estatistica obtida pelo estagio versus graduagdo
histopatoldgica, se deva ao tamanho do tumor em que posiciona o paciente em estagios piores
da doenca.

A avaliacdo da proliferacdo celular tem sido util para a determinacdo do
comportamento bioldgico e o potencial de malignidade dos tumores (SARLI et al., 2002).
Alguns anticorpos ligam-se apenas as células em replicacéo, o que permite a avaliagdo da taxa
de proliferagdo tumoral que, por sua vez, pode ser associada ao prognostico (HORTA et al.,
2012), neste estudo foi utilizado como marcador da proliferacdo celular, o Ki-67. Tumores

bem diferenciados, ou seja, tumores com baixa graduacgéo histopatoldgica, tendem a ter baixo



94

indice de proliferagdo, enquanto que os de alto grau tendem a ter alto indice de proliferacéo.
Os tumores que apresentam altas taxas de proliferacdo celular, na grande maioria das vezes,
sdo tumores de alto grau de malignidade e (EISENBERG, 2001) apresentam curso mais
agressivo com aumento do risco de metastases, mas melhor resposta a quimioterapia
(HORTA et al., 2012). Pefia (1998) associou a marcacdo do Ki-67 e graduacdo tumoral
(proposta por Bloom, 1957 e Scarff, 1968), em tumores malignos, observando maior
marcacdo do Ki-67. Foi observada associacdo entre graduacéo histopatologica e positividade
do marcador de proliferacdo celular Ki-67. Observou-se que em tumores menos diferenciados
e com alto grau de malignidade (proposta por GOLDSCHMIDT, 2011) apresentaram maior
marcagao positiva para o Ki-67.

Assim como, foi possivel observar neste estudo que a maior marcacdo do Ki-67
demonstrou significancia estatistica quando associada a animais que vieram a 6bito, causado
por metéastase pulmonar do tumor maligno mamario primario, condizendo com trabalho de
Einsenber (2001), em que observou que tumores com positividade alta do Ki-67, possuem
maior risco de metastase por terem alto grau histopatoldgico de malignidade.

Tém-se relacionado a presenca de células tronco tumorais com o desenvolvimento de
tumores resistentes aos tratamentos quimioterapicos ou radioterapia e, portanto pior
prognostico ao paciente que for positivo a elas. No presente estudo foi realizada a marcagédo
nuclear de células tronco embriogénicas, 0 OCT4, que em diversos trabalhos, esta relacionado
com células com potencial auto-renovacdo e pluripoténcia tumoral. Segundo He (2012), a
expressao de OCT4 resulta em pior prognostico clinico para pacientes com carcinoma
esofagico, por exercer na célula tumoral um estado de auto-renovacdo, levando a um curso
negativo do tumor.

No presente estudo foi possivel realizar algumas observacfes. Primeiramente que
entre 0s tumores positivos, 35, 19% tiveram intensidade forte. Porém ndo houve associacao
entre tipo ou graduacdo histopatoldgica, idade, estado reprodutivo, ébitos, tamanho do tumor,
estadiamento ou estagio clinico.

Ao contrario que He (2012) observou em sua pesquisa em tumores humanos, no
presente estudo observou-se tendéncia a diferenca estatistica quando associada a marcagdo de
OCT4 e auséncia de metastase pulmonar no exame de imagem (Raio-X) no momento do
diagndstico da neoplasia mamaria. Observou-se mais marcagd0o nos casos em que nao
apresentavam metastase pulmonar. Talvez no presente estudo o nimero de animais positivos

para metastase pulmonar tenha sido baixo para observar diferenca estatistica.
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Assim como quando associados animais com acometimento de linfonodos regionais
por metastase do carcinoma mamario primario, se observou maior marcacao do OCT4.

Néo foram encontrados dados na literatura que explanem melhor a condicdo da
marcacdo do OCT4, existem poucos trabalhos e muitos deles ainda sdo confusos e
controversos. Uma melhor avaliagdo deste marcador em neoplasia mamaéria de cadelas é

necessaria.
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7. CONCLUSOES
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5 CONCLUSOES

1. Levando em consideracdo a avaliacdo da presenca de OCT4 (pela técnica de microarranjo
tecidual) e sua provavel associagcdo com marcadores progndsticos, podemos concluir que:
1.1.Dentre os tumores, o tipo histolégico mais comum foi o carcinoma tubulo-
papilifero;
1.2. O tipo histoldgico esté associado com grau histopatoldgico de malignidade;
1.3. Ha associagdo entre grau histopatologico de malignidade e formacdao tubular,
pleomorfismo nuclear e mitose;
1.4. A graduacao histopatoldgica de Goldschmidt (2011) esta relacionada a graduacao
de Misdorp (2002);
1.5. O marcador de proliferacdo celular Ki-67 ndo esta associado a graduacéao
histopatol6gica de malignidade;
1.6. Os receptores RP, REa e RE ndo estdo relacionados a graduacgao histopatologica
de malignidade;
1.7. OCT-4 ndo esté associado com graduacdo histopatoldgica ou Ki-67, RP, REa e
REp;

2. E que a avaliacdo dos marcadores tumorais associados ao parametros clinicos, podemos

concluir que:

2.1. A raga mais prevalente foi a poodle;

2.2. A idade média entre as fémeas foi de 10 anos;

2.3. Dentre os tumores, o tipo histoldgico mais comum foi o carcinoma tubular;

2.4. N&@o ha associacdo entre idade, estado reprodutivo, metéastase pulmonar, 6bitos ,
acometimento linfonodal e graduacéo histopatoldgica de malignidade;

2.5. Ha associacdo entre tamanho (estadiamento T), estagiamento e graduacao
histopatolégica de malignidade;

2.6. Nao ha associagéo entre marcacgédo do Ki-67 e idade, estado reprodutivo, metastase
pulmonar, estadiamento;

2.7. H& associacdo entre marcagédo do Ki-67 e graduacédo histopatoldgica de
malignidade;

2.8. Ha associacao entre marcacao do Ki-67 e obitos por metastase pulmonar;
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2.9. H& associacdo entre marcagdo do Ki-67 e estagio clinico;

2.10. Nao ha associacgdo entre maarcacdo do OCT4 e graduacéo histopatoldgica de
malignidade, estado reprodutivo, metastase pulmonar, tamanho, estadiamento (T),
diametro, estagio clinico, 6bito por metastase pulmonar;

2.11. Ha associagdo entre acometimento de linfonodos;
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