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RESUMO

MIRANDA, Jéssica Lelis de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2024.
Avaliacao de biomarcadores como indicador de malighidade e de progressao
tumoral em neoplasias mamarias caninas. Orientador: Fabricio Luciani Valente.

As neoplasias mamarias sdo os tumores mais comuns em cadelas e, de acordo com
a Veterinary Society of Surgical Oncology (VSSO), representam, atualmente,
aproximadamente 42% das neoplasias diagnosticadas na medicina veterinaria. Por
mais que a avaliacao histolégica dos ndédulos seja o padrdo ouro para diagnéstico,
inUmeros grupos de pesquisa visam o aprimoramento e desenvolvimento de novas
técnicas. Além da andlise morfologica, a patologia molecular vem ganhando espago
na oncologia, adicionando informagdes ao diagndstico histopatoldgico e aos fatores
preditivos e prognésticos ja estabelecidos. Na oncologia, a expressdo aumentada de
CRYAB, CD9 e CD63 é relacionada a um comportamento agressivo tumoral,
associada a progressao, transicao epitelial-mesenquimal, infiltracdo inflamatéria,
menor sobrevida e recidivas mais provaveis em diversos tumores. Esta tese é
dividida em dois capitulos, sendo o primeiro uma revisdo sistematica sobre
biomarcadores progndsticos de neoplasias mamarias caninas. No segundo capitulo,
a avaliagdo imuno-histoquimica da expressdao de CRYAB, CD63 e CD69 em
neoplasias mamarias caninas foi realizada, coletando fragmentos de nodulos dos
animais atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vigcosa entre
2021 e 2022. Observou-se que CRYAB e CD63 apresenta variagdes significativas
em relacdo a graduacgao histoldgica e ao tamanho do tumor. Por outro lado, CD9 n&o
apresentou diferengcas significativas na expressdao ou intensidade entre as
graduacgdes histolégicas, mas sua intensidade mostrou uma correlagdo positiva
significativa com o tamanho do tumor, sugerindo que o CD9 pode estar envolvido na
progress@o tumoral e no crescimento, apesar de ndo ser um marcador especifico
para a graduacgao histologica. Mais estudos sdo necessarios para determinagao do
real valor dessas proteinas como biomarcadores em pacientes com neoplasias
mamarias.

Palavras-chave: Oncologia veterinaria; biomarcador; alfa B-cristalina, CD63, CD9.



ABSTRACT

MIRANDA, Jéssica Lelis de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2024.
Evaluation of biomarkers as indicator of malignancy and progression in canine
mammary tumors. Adviser: Fabricio Luciani Valente.

Mammary neoplasms are the most common tumors in female dogs and, according to
the Veterinary Society of Surgical Oncology (VSSO), currently account for
approximately 42% of neoplasms diagnosed in veterinary medicine. Although
histological evaluation of nodules remains the gold standard for diagnosis, numerous
research groups are focused on improving and developing new diagnostic
techniques. In addition to morphological analysis, molecular pathology has been
gaining prominence in oncology, providing complementary information to
histopathological diagnosis and established predictive and prognostic factors. In
oncology, increased expression of CRYAB, CD9, and CD63 has been associated
with aggressive tumor behavior, including progression, epithelial-mesenchymal
transition, inflammatory infiltration, shorter survival, and higher recurrence rates in
various tumors. This dissertation is divided into two chapters: the first presents a
systematic review of prognostic biomarkers in canine mammary neoplasms. The
second chapter involves the immunohistochemical evaluation of CRYAB, CD63, and
CD9 expression in canine mammary neoplasms, analyzing tissue samples from
nodules collected from animals treated at the Veterinary Hospital of the Federal
University of Vigosa between 2021 and 2022. The results revealed that CRYAB and
CD63 exhibit significant variations concerning histological grade and tumor size.
Conversely, CD9 did not show significant differences in expression or intensity
across histological grades; however, its intensity demonstrated a significant positive
correlation with tumor size, suggesting that CD9 may be involved in tumor
progression and growth, despite not being a specific marker for histological grading.
Further studies are necessary to determine the true value of these proteins as
biomarkers in patients with mammary neoplasms.

Keywords: Veterinary oncology; biomarker; alpha B-crystallin, CD63, CD9.
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INTRODUGAO GERAL

As neoplasias da glandula mamaria tém grande relevancia na medicina
humana e veterinaria, sendo o tumor mais comum em cadelas e em mulheres com
mais de 40 anos. No ano de 2022 foram diagnosticados, na medicina humana, 2,3
milhdes de casos e contabilizados aproximadamente 670 mil ébitos (Misdorp et al.,
1999; WHO, 2022). De acordo com a Veterinary Society of Surgical Oncology (VSSO),
a neoplasia mamaria representa, atualmente, aproximadamente 42% das neoplasias
diagnosticadas na medicina veterinaria.

Devido as similaridades clinico patolégicas entre os tumores da mulher e da
cadela, como a incidéncia espontinea, curso da doenga, vias moleculares e
marcadores semelhantes, varios sdo os estudos comparando a biologia tumoral
dessas duas espécies (Abdelmegeed et al., 2018).

Apesar de sinais clinicos e exames complementares, como exames de
imagem, fornecer informagdes importantes para o diagndstico e progndstico, a
avaliacdo microscopica do tumor, corado rotineiramente com hematoxilina e eosina
(HE) ainda é considerada o padrao ouro, sendo um exame simples, relativamente
barato e com boa acuracia. A avaliagcao consiste em observar a arquitetura tecidual e
a morfologia das células, permitindo analisar a proliferacdo celular neoplasica
associada ao parénquima mamario normal (Misdorp et al., 1999; Goldschmidt et al.,
2011; WHO, 2019; Cassali et al., 2020).

Os fatores prognosticos e preditivos mais importantes das neoplasias
mamarias sado definidos pelo patologista. O tamanho do tumor, a classificagao
histopatolégica e o grau histolégico, a identificagdo de metastases em linfonodos e a
avaliagao de receptores hormonais e da expressao génica sao definidos na rotina por
técnicas anatomopatolégicas e de imuno-histoquimica. Ferramentas de biologia
molecular também auxiliam na identificacdo desses fatores e a combinacao entre eles
é determinante para a indicagdo da melhor terapia para cada caso, ja que os tumores
mamarios tém uma heterogeneidade intratumoral consideravel (Misdorp et al., 1999;
Goldschmidt et al., 2011; Pefia et al., 2013; WHO, 2019; Cassali et al., 2020).

A classificagdo molecular adiciona informag¢des ao diagnéstico morfoldgico
através da identificacdo e quantificacdo de marcadores. Ao longo do tempo, foram
identificados marcadores diagndsticos, que identificam e podem até detectar

previamente alguma les&o; prognosticos, que indicam a agressividade da doenga e o0



comportamento tumoral na auséncia de tratamento e fatores preditivos, que
identificam os individuos que desenvolvem uma boa resposta as terapias
estabelecidas (Wei, et al., 2020, WHO, 2019).

Diversas sdo as técnicas para analise molecular tumoral, sendo a imuno-
histoquimica (IHQ) a mais utilizada na rotina das medicinas humana e veterinaria.
Outras técnicas da biologia molecular como as variagbes da Reagdo em Cadeia da
Polimerase — PCR (multiplex, RT-PCR, Real Time, PCR digital, entre outras),
sequenciamento de acidos nucléicos (DNA e RNA), hibridizagao in situ, protedbmica e
analise de painéis de expressdo génica fornecem dados para complementar a
histopatologia, sendo realizadas tradicionalmente com o tecido neoplasico coletado
por bidpsia incisional ou excisional (Sorenmo et al., 2013; WHO, 2019).

Andlises genbmicas realizadas pela técnica de microarray determinaram
mutagcdes em inumeros genes. Relacionados com motilidade e adesdo celular,
organizagao de citoesqueleto, proliferacéo e regulagéo de ciclo celular, apoptose e
reparo de DNA, esses genes estdo diretamente relacionados ao desenvolvimento de
neoplasias. Na medicina humana, ja séo utilizados painéis comerciais na avaliacéo de
pacientes com cancer de mama que, associados a expressido de outros marcadores,
fornece informacdes progndsticas e preditivas que contribuem com o tratamento (van
de Vijver et al., 2002; Paik et al., 2004; Nielsen et al., 2014).

Mesmo com técnicas e alvos bem estabelecidos, novos biomarcadores sao
necessarios para enriquecer o conhecimento da biologia tumoral, ja que algumas
caracteristicas como a heterogeneidade inter e intratumoral e a resisténcia a
quimioterapicos proporcionada pelo microambiente interferem diretamente na conduta
terapéutica. No presente trabalho, objetivou-se avaliar os possiveis biomarcadores
na medicina veterinaria que possam contribuir para determinar o progndstico de
cadelas com neoplasias mamarias. O trabalho é composto por dois capitulos, com os
seguintes objetivos especificos:

I. Apresentar, por meio de uma revisao sistematica, as informagdes presentes
na literatura sobre o tema e caracterizar a fungao da maioria dos biomarcadores.

Il. Avaliar a expressdao de CRYAB, CD63 e CD9 em neoplasias mamarias
caninas, correlacionando com fatores progndésticos, malignidade e progressao

tumoral.



CAPITULO 1: ANALISE DE BIOMARCADORES PROGNOSTICOS PARA
NEOPLASIAS MAMARIAS CANINAS: UMA REVISAO SISTEMATICA

1 INTRODUGAO

As analises de biomarcadores de expressao génica dos tumores de mama em
cadelas se iniciaram em 2009 por Wensman et al., seguidas por Pawtowski et al. em
2013, que identificaram cinco genes associados ao comportamento biolégico de
carcinomas dos diferentes graus. Mais adiante, Klopfleisch et al. (2010), por meio de
analises protedmicas, identificaram altera¢des na expressado de 1101 genes, sendo a
maioria relacionados com o ciclo, diferenciagdo e sinalizagao celular. Em 2011, o
mesmo grupo de pesquisa comparou a expressao da glandula mamaria normal e de
neoplasias metastaticas, por analise de transcriptoma, e identificou alteracdo na
expressao de 1312 genes, sendo 0s mais expressos relacionados com divisao celular
e invasao tecidual. Em 2019, Varallo et al. identificaram alteragdo de expressao de
1699 genes de carcinomas mamarios em relagdo a glandula normal, com destaque
para aqueles relacionados a comunicacao celular.

Alteracbes na expressdo de receptores de hormoénios (estrégeno - ER e
progesterona - PR) e do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano
(HERZ2) sao relevantes para estabelecer tratamentos neoadjuvante e/ou adjuvante em
humanos. Através da analise por IHC e PAM50, sdo descritas quatro classificacoes
que combinam diferentes expressbdes desses trés receptores e determinam,
inicialmente, a terapia a ser recebida. A expressao de Ki-67, uma proteina envolvida
com proliferagao e apoptose, também é avaliada nessa classificagao, entretanto o seu
uso € controverso e nao é utilizado pela Sociedade Americana de Oncologia Clinica -
ASCO. (Harris et al., 2016; Kaszak et al., 2018; WHO, 2019).

A classificagdo molecular de acordo com ER/PR/HER2 ¢ utilizada
mundialmente ne medicina humana e vem sendo utilizada na veterinaria, com a
vantagem de ser mais objetiva quando comparada com a classificagdo histoldgica,
fazendo a correlagao entre gendétipo e fendtipo. Varios trabalhos buscam associar a
morfologia com a expressdo desses marcadores, o que influencia diretamente em
ambas as classificagdes, criando subdivisbes e/ou agrupando certos tipos tumorais.
Ainda assim, ambas as classificacdes ainda nao refletem a heterogeneidade biolégica

dos tumores, ja que os diferentes tipos histologicos sao resultado de uma combinacgao
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entre origem celular e alteragcdes genéticas e epigenéticas (Weigelt et al., 2010; Pena
et al., 2014; WHO, 2019).

Na medicina veterinaria, ndo existe ainda uma padronizacéo utilizada como
rotina. Alguns estudos utilizam a imuno-histoquimica para identificar ER, PR, HER2 e
Ki-67 e determinar progndstico e fatores preditivos da neoplasia de mama, enquanto
outros adicionam ainda a expressao de COX-2, PNCA, p53, E-caderina e VEGF
(Kaszak et al., 2018; Cassali et al., 2020). A deteccdo de rotina de CA 15-3 sérico é
recente e, se associada a CEA e ferritina, o diagndstico de neoplasias malignas tem
80,4% de sensibilidade e 78% de especificidade (Fan et al., 2021). Quanto as outras
técnicas, da Costa et al. (2011) isolaram e identificaram cinco possiveis marcadores
em células tumorais circulantes (CTCs) de tumores mamarios (CK19, ERBB2, EGFR,
CLDN7 e ELF3); Colombo et al. (2021), a partir da avaliacdo de DNA tumoral
circulante (ctDNA) e de fragmentos de tecido por NGS, compararam as alteracoes
encontradas em tumores mamarios em humanos e caes, reportando mutacoes
simultdneas em 66 e 59 variantes, respectivamente.

Com o objetivo de sintetizar de forma criteriosa a informacgao cientifica sobre
essa questdo, foi realizada uma abordagem qualitativa através de uma revisado
sistematica de literatura, na qual foram buscados trabalhos que identificaram
possiveis marcadores prognosticos em cadelas com neoplasias mamarias

relacionadas a inflamacao.

2 MATERIAL E METODOS

A busca de artigos foi realizada nas bases de dados PubMed, Science Direct
e Google Scholar, utilizando as seguintes palavras-chave e termos MeSH: ((canine
OR dogs OR dogs) AND (mammary OR breast OR (mammary AND gland)) AND
(cancer OR tumor OR tumors OR neoplasm OR neoplasms OR neoplasia)) AND
(biomarkers). Os critérios de inclusao abrangeram publicagdes entre 2010 e 2024 que
abordassem diagndstico histopatoldgico de pelo menos 30 casos espontaneos de
neoplasia mamaria em caes e fornecer informacdes de progndstico. Além disso, os
trabalhos originais, em inglés, deveriam analisar de forma comparativa os achados
clinico patolégicos com material coletado de animais saudaveis. Como critério de
exclusao, foram eliminados artigos que avaliaram marcadores provenientes de cultivo

celular ou que abrangesse outras neoplasias e espécies.
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A questao norteadora do estudo foi estabelecida por meio da estratégia PICO,
ou seja, Populagao, Intervengao/Exposi¢cao, Comparacao e Outcome, e analise seguiu
o checklist PRISMA (2020), compreendendo as etapas de identificacéo, triagem por
titulo e resumo, triagem por texto completo e inclusdo definitiva dos artigos. Os
registros foram organizados com o auxilio do software StArt 3.0.3 BETA e as extracdes
de dados incluiram informagbes sobre pais em que ocorreu o estudo, numero de
animais (saudaveis e acometidos por neoplasias), numero de tumores malignos e
benignos, referéncia de classificacao histolégica, biomarcador, material coletado,

método de deteccao e resultados relevantes.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Apo6s aplicacao dos critérios PRISMA e dos critérios de inclusdo e exclusao

para a selegédo dos artigos, foram incluidos 49 artigos para a revisao sistematica de

literatura. A Figura 1 demonstra o fluxograma seguido.
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Registros identificados
Science Direct (1100)

elegibilidade (247)

A

Publicagbes pesquisadas para
se manterem (246)

!

Artigos avaliadas para
elegibilidade (49)

Total de estudos incluidos na
revisdo (n =49)

Registros removidos antes
da triagem

PubMed (474) ) Duplicada (73)
Google Scholar (332) Registros excluidos (1194)
Artigos avaliados para EE— Artigo duplicado (1)

Artigos excluidos (197)
Sem grupo controle (67)
Sem informagéo de
prognéstico (45)
Menos que 30 casos (67)
Estudos in vitro (6)
Outras neoplasias (5)
Artigo de revisdo (2)
Resumo em anais de
congresso (5)

Figura 1. Fluxograma baseado nos critérios PRISMA para selegéo dos artigos.

Os estudos analisados foram realizados em 15 paises diferentes. Um total de

44 grupos de possiveis marcadores foram identificados em 4046 animais através de

técnicas como imuno-histoquimica, ELISA, PCR (e variagbes), Western Blot e anélise

hematoldgica, utilizadas de acordo com o material coletado (tecido, sangue, soro e/ou

plasma) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizagio do corpus da pesquisa conforme autores, ano de publicagao, pais,
possiveis biomarcadores, método de detecgdo e amostra utilizada.

Pi'l',“T'f)'Eo ANO  PAIS BIOMARCADOR DETECCAO AMOSTRA
Senhorello 2019  Brasi  /\ntigeno ngg‘:)embm"ém ELISA Soro
Fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a)
Interferon gama (INF- y)

IL-1, IL-6, NOx ELISA
Machado 2015 Brasil Produtos da Oxidagao ESPECTOFOTOMETRIA Soro

Avangada de LC-MS/MS

Proteinas (AOPP)
Poder Antioxidante Redutor
Férrico (FRAP)
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CA15.3
Antigeno carcinoembrionario ELISA
Campos 2012 Brasil (CEA) Soro
Lactato desodrogenase WESTERN BLOT

LDH

: . NF-KB IL-4 gPCR Soro
Martins 2016 Brasi IL-6, IL-10, TNF-a ELISA Tecido
: N ELISA
Fan 2021 China CA15-3, CEA, Ferritina sérica RT-PCR Soro

CHIP (Carboxy terminus of RT-PCR

Wang 2015 China Hsc70) gene IHQ

Tecido

M 5 Ee GAfse  ESA s

Mohr 2016  Alemanha

Receptor de Estrogeno
(ESR1)
Receptor de progesterona
(PGR)

Receptor de Prolactina

(PRLR)
Receptor de Horménio do
Crescimento (GHR

Multiplex bDNA Tecido

Baba 2019 india CA 15-3, CEA, IL-8, TNF-a ELISA Soro
CD117
Dezfoulian 2020 Ira calretinina . IHQ Tecido
Fosfatase alcalina placentaria

Pla

Bongiovanni 2015 Itélia Survivina IHQ Tecido

Translocase de Carnitinina
(CACT), Transferase de
Cacciola 2021 Italia Palmitol Carnitinina 2 (CPT2),
Acetiltransferase-O de
Carnitina (CrAT

Western Blot

HQ Tecido

miRNAs (cfa-miR-1-3p, cfa-
Chen 2022 Japao miR-133a-3p and cfa-miR-
133c-3 9

NGS

PCR Tecido

Receptor de Protease Ativa 2

Kaji 2021 Japéo PAR2

IHQ Tecido

Fator de transcri¢cdo de zinco
(Snail) IHQ Tecido
E-caderina

Coréia do

Im 2012 sul
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Koo

Cheon

Uribe-Querol

Ariyarathna

Bujak

Carvalho

Tavares

Santos

Pereira

Queiroga

Canadas-
Sousa
Cho
Kim

Suarez-
Bonnet

Guil-Luna

Queiroga

Chang

Chen

Yuan

2023

2023

2023

2020

2020

2016

2012

2011

2010

2010

2021

2024

2011

2011

2023

2014

2021

2019

2022

Coréia do
Sul

Coréia do
Sul

México

Nova
Zelandia

Polénia

Portugal

Portugal

Portugal

Portugal

Portugal

Portugal

Coréia do
Sul

Coréia do
Sul

Espanha
Espanha

Espanha

China

China

China

Oncogene associado a
glioma 1 (GLI-1)
Sonic hedgehog (SHH)

SLUG

Relagao neutréfilo/Linfécito
(NLR)

Relagao Albumina/Globulina
(AGR)

Densidade de Mastdcitos

Ligantes de regulagéo de
Linfécitos T (PD-L2, Gal9,
CD8)

Genes associados a
Linfécitos T citotoxicos
(CD8a, IFN-y)
Genes associados a
Linfécitos Th1 (CXCRS,
TBX21)

Genes associados a
Linfécitos Th2(IL-4, GATAS,
CCR2)

IL-10, IL-12A p35, IL-12B p40
Genes associados a
Linfocitos Th17 (IL-17,
RORyt)

Genes de crescimento
(HPRT, RPS19)
COX-2, CD31;

Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF);
Ki-67; CD3, MAC387

MUC6
Antigeno Tn

Metaloproteinase 2 (MMP-2)
Inibidor de Metaloproteinase
2 (TIMP-2)
Caveolina-1 (Cav-1)
Horménio do
Crescimento/Fator de
crescimento insulin-like |
(GH/IGF-I)
Polimorfismo de nucleotideos
(SNP) (gene da Prolactina-
rs23932236)
Myeloid cell leukemia-1
(MCL-1)

HER-2
HER-3

Proteina 14-3-3 o

cfDNA (mutagdes em KRAS,
TP53, PIK3CA e p16)

Prolactina

Thymidylate synthetase
(TYMS)
Hyaluronan and proteoglycan
link protein 1 (HAPLN1)
Insulin-like growth factor-
binding protein 5 (IGFBP5)
Lipocalina associada a
gelatinase de neutréfilos
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Relagao Neutrdfilo/Linfécito
(NLR)

Relagao Linfécito/Mondcito
(LMR)

Relagéo Plaqueta/Linfécito
(PLR)

Ekici 2023 Turquia Hemograma Sangue

A utilizagdo do tecido neoplasico, coletado apds procedimentos cirurgicos,
representa 61,8% (34/55) das amostras utilizadas, enquanto sangue e seus derivados,
38,2% (21/55). Esses resultados indicam que, mesmo com novas técnicas de
deteccao sendo desenvolvidas, como variagdes mais sensiveis e especificas da PCR,
e a expectativa do desenvolvimento de métodos menos invasivos, exemplificado pela
coleta de liquidos circulantes, a imuno-histoquimica é ainda a ferramenta mais
utilizada para avaliacdo de moléculas presentes e/ou produzidas pelo tecido
neoplasico.

Com o progresso dos estudos, a medicina apresentou a técnica de bidpsia
liquida. Este método nao invasivo consiste na utilizacdo de fluidos corporais como
sangue, urina, liquor, saliva e liquidos cavitarios para detectar e investigar marcadores
nao so tumorais, mas também de outras doencas. Na oncologia, essa detec¢do pode
ser feita através do isolamento, identificagdo e quantificacdo de células tumorais
circulantes (CTCs), acidos nucleicos tumorais circulantes (ctDNA, ctRNA, miRNAs),
vesiculas extracelulares secretadas pelas células neoplasicas, com destaque para os
exossomos, entre outros (Asaga et al., 2011; Neoh et al., 2018; Khatami et al., 2018;
Wei et al., 2020).

Esses componentes podem ser liberados ativamente pelas células viaveis,
dependendo do estimulo recebido, ou por células necréticas e/ou apoptéticas. Uma
das vantagens da bidpsia liquida é a identificagdo de marcadores dinamicos, que
fornecem informacbes sobre o progndstico, recidivas e metastases, além do
monitoramento em tempo real do paciente e de uma possivel resisténcia
antiquimioterapica adquirida do tumor (Neoh et al., 2018; Bonner et al., 2018; Lobo et
al., 2019; Li et al., 2019; Garnica et al., 2020; Kilgor et al., 2020).

Apesar da heterogeneidade entre os tipos de biomarcadores avaliados, todos
os estudos concluiram que os biomarcadores testados tiveram a capacidade de
correlacionar com a agressividade da neoplasia, identificando niveis e concentragdes
de substancias mais altas e/ou baixas em animais com metastases em linfonodos,

metastases distantes e pior progndstico.
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Os biomarcadores identificados podem ser classificados em varias categorias,
baseadas na funcdo de cada um, como moléculas associadas ao crescimento
neoplasico, invasado e desenvolvimento de metastases e inflamagao. Biomarcadores
de promocédo do crescimento incluem CA 153 e CEA e estdo associados a
proliferacdo e invasao celular, ja descritos anteriormente. A invasao tecidual e as
metastases ainda séao facilitadas por marcadores como NGAL (Neutrophil gelatinase-
associated lipocalin), promovendo a migragdo e invasao das células cancerosas
(Campos et al., 2012; Baba et al., 2019; Chen et al., 2019; Senhorello et al., 2019).

Biomarcadores relacionados a resposta imunolégica, como IL-6, IL-10, IL-17
e COX-2, desempenham papéis na inflamagéo e na regulagdo imunolégica dentro do
microambiente tecidual, sendo um aspecto importante da biologia tumoral (Estrela-
Lima et al., 2013; Machado et al., 2015; Carvalho et al., 2016; Bujak et al., 2020).

Leucdcitos, inicialmente, atuam como um mecanismo de defesa contra o
desenvolvimento de tumores; entretanto a inflamagao crbénica pode promover a
angiogénese, causar danos no DNA e favorecer a proliferagcdo e metastase
neoplasica, além de impedir a apoptose (Damar et al., 2016). A relacdo entre as
neoplasias e a inflamacao crénica pode afetar a contagem e a porcentagem diferencial
de leucdcitos antes do inicio do tratamento. De maneira geral, o processo inflamatoério
no microambiente tumoral desempenha um impacto positivo na progressao, invasao
e metastase do tumor. Os leucécitos infiltrantes, como neutréfilos, macréfagos,
eosindfilos, mastocitos e linfécitos, exercem fungdes significativas nesses processos.
Quando ativadas, as citocinas (citadas na tabela 1) facilitam a remodelagdo da matriz
extracelular e a ativacido de vias anti-apoptoticas como mecanismo de protecédo das
células neoplasicas Tumores maiores, com caracteristicas de agressividade como
necrose e metastase para linfonodos regionais estado frequentemente associados a
resposta inflamatdria (Damar et al., 2016).

De acordo com Chen et al. (2017), andlises moleculares revelaram que um
aumento na quantidade de neutrdéfilos pode favorecer a carcinogénese, o crescimento
das células tumorais e as metastases em neoplasias orais, mediados através de
citocinas inflamatoérias, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), a IL-
8 e o TNF. Glogauer et al. (2015), indicam que os neutréfilos podem intensificar o
potencial invasor de carcinomas ao ativar vias de degradacéo da matriz extracelular.

NLR é caracterizado pela relagao neutrofilo/linfécito, sendo determinada pelo

hemograma convencional. Por ser de facil acesso e um exame relativamente barato,
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€ um marcador apropriado para a inflamagao sistémica, com informacgdes importantes
em relagcio ao estado geral do paciente. Uma NLR de pré-tratamento aumentada esta
associada a um mau prognostico, bem como a progressao tumoral e metastases (Ekici
et al., 2023; Uribe-Querol et al., 2023).

Ainda sobre o desenvolvimento de metastases, houve analise da expressao de
moléculas que influenciam o microambiente tumoral, como metaloproteinases (MMP2
e MMP9) e fatores que influenciam na transformagéo epitelial-mesenquimal das
células. Sabe-se que a perca de moléculas de adesao, a modificagao estrutural celular
e a transformagao da matriz extracelular sdo processos que facilitam a migragao e
invasao de tecido adjacentes, permitindo o deslocamento das células tumorais para
vasos sanguineos e linfaticos (Santos et al., 2011; Im et al., 2012; Chen et al., 2019;
Novais et al., 2024).

4 CONCLUSAO

Mesmo com alguns entraves para a realizacdo desta revisdo sistematica,
como o acesso restrito a alguns trabalhos, foi possivel identificar biomarcadores
potenciais em neoplasias mamarias caninas e seu significado quanto ao prognéstico.
Na maioria dos trabalhos, ha diferenca significativa de expressao e/ou concentragao
de tais biomarcadores associados com um prognéstico ruim, tendo relagdo com o
desenvolvimento de caracteristicas neoplasicas mais agressivas e com o
desenvolvimento de metastases, sendo assim potenciais alvos terapéuticos.

Ainda é necessaria a realizacdo de estudos clinicos randomizados que
permitam estabelecer o papel dos diferentes biomarcadores identificados para
diagnéstico e progndéstico das neoplasias mamarias caninas, assim como para definir

a melhor amostra e melhor método para a avaliagdo da sua expressao.
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CAPITULO 2: AVALIAGAO DE CRYAB, CD63 E CD9 COMO INDICADOR DE
MALIGNIDADE E DE PROGRESSAO TUMORAL EM NEOPLASIAS MAMARIAS
CANINAS

1 INTRODUGAO

Exossomos sdo vesiculas extracelulares com funcbes variadas, atuando na
comunicacgao intercelular transferindo moléculas, influenciando no microambiente,
modulando o sistema imune e atuando no controle de qualidade de proteinas (Petgel
e Gould, 2019).

Com o reconhecimento dos exossomos como importante componente na
fisiologia tecidual, os também denominados oncossomos estéo relacionados com o
comportamento tumoral maligno, incluindo estimulacédo de proliferacao celular,
supressao do sistema imune e estimulo de angiogénese e migragéo celular, levando
ao desenvolvimento de metastases (Xu et al., 2018). Como a quantidade e conteudo
dos oncossomos sdo variados de acordo com o tipo de neoplasia, as pesquisas dao
énfase em identificar os biomarcadores exossomais, dentre proteinas de membrana,
proteinas citoplasmaticas e acidos nucleicos como mRNA, miRNA, e outros RNAs n&o
codificantes (Petgel e Gould, 2019).

As tetraspaninas como CD9 e CD63 sao reconhecidas como componentes-
chave das proteinas de superficie dos exossomos, desempenhando papéis
fundamentais na biogénese e no direcionamento da carga destes (Jalalian et al.,
2019). Exossomos derivados de tumores desempenham papéis importantes no
desenvolvimento e progressao do tumor e na transigéo epitelial-mesenquimal (EMT),
ja que essas proteinas podem interagir com receptores, como integrinas, nas células
receptoras, facilitando a maior captacdo dos exossomos. Assim, o aumento de
expressao das tetraspaninas tém sido amplamente detectados nos pacientes com
cancer por diversos grupos de pesquisa. A associagao das tetraspaninas com tumores
torna essas proteinas de superficie exossomais potentes biomarcadores para varios
tipos de cancer (Malla et al., 2018).

Como ja documentado por Reddy et al. (2018), a secre¢cao de CRYAB pelas
células é realizada via exossomos, podendo ser avaliada, com varia¢des, através de
soro, plasma e urina. O aumento de sua expressdo por imuno-histoquimica ja é
documentado em varias neoplasias e é considerado um fator prognéstico ruim,

associado ao comportamento mais agressivo da doenca, desenvolvimento de
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metastases, pior resposta a terapia e menor sobrevida (Boslooper et al., 2008;
Holcakova et al., 2008; Tang et al., 2009, Malin et al., 2014; van de Schootbrugge et
al., 2014; Nagaraj et al., 2016; Shi et al., 2016).

1.1 ALFA-B CRISTALINA (CRYAB)

As proteinas de choque térmico sao chaperonas moleculares que protegem
as células contra estimulos apoptoéticos. Dividem-se em seis grupos de acordo com
seu peso molecular, onde as proteinas de choque térmico pequenas (small heat shock
proteins — sHSPs) sao as unicas nao dependentes de ATP para exercer sua atividade
e, dessa forma, consideradas como “chaperonas de emergéncia” (Jong et al., 1993;
Narberhaus, 2002; Nakamoto et al., 2006).

A acgao das sHSPs consiste na exposicao de sitios hidrofébicos da regiao N-
terminal, que se ligam a proteinas desnaturadas, prevenindo assim sua agregacgao,
ou como mediadora de outras chaperonas. Sua distribuicao depende do tipo de tecido
e do estimulo estressor, apresentando subunidades citoplasmaticas, nucleares ou de
membrana plasmatica. Na membrana, a primeira estrutura que entra em contato com
as alteracdes do meio extracelular, as sHSPs atuam na organizacéo e fluidez da
regido polar e prevenindo, assim a ruptura da bicamada lipidica (Nakamoto et al.,
2006; Sun e MacRae, 2005; Bakthisaran et al., 2015; Janowska et al., 2019).

No citoplasma, a maior acao das sHSPs é na protecdo do citoesqueleto,
interagindo principalmente com os microtubulos, vimentina, actina e desmina e, no
nucleo, a interage com DNAs de fita dupla e simples, além de RNA mensageiro.
Definida como uma agéo promiscua, diferentes sHSPs podem interagir com o mesmo
alvo a partir de mecanismos diferentes, todos com o objetivo de prevenir a agregagao
proteica (Sun e MacRae, 2005; Bakthisaran et al., 2015; Janowska et al., 2019).

A espécie humana expressa dez tipos de sHSPs, encontradas em varios
tecidos, principalmente em cristalino, musculo e rins. A mais estudada, a a-cristalina,
€ composta por dois subgrupos, aA-cristalina (CRYAA) e aB-cristalina (CRYAB), na
qual a CRYAB tem caracteristica mais hidrofobica e, portanto, maior atividade como
chaperona se comparada a CRYAA. A proteina identificada como CRYAB expressa
em caes apresenta 98,3% de similaridade com a CRYAB humana (Narberhaus et al.,
2002; Sun e MacRae, 2005; Mymrikov et al., 2011).
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Além da interacdo com proteinas desnaturadas, CRYAB atua nas vias de
apoptose inibindo a translocag¢do de Bax, Bcl-Xs e p53 para a mitocondria, além de
inibir a ativacdo de caspase-3. Como sua agcao € dependente de fosforilagcao,
mutacdes que causam hiperfosforilagdo alteram a solubilidade dessa chaperona e sédo
responsaveis por inumeras doencas degenerativas, com perca da acao protetora,
como em algumas miopatias, cardiomiopatias, doencas neurodegenerativas e na
catarata (lwaki et al., 1992; Shinohara et al., 1993; Selcen e Engel, 2003; Maloyan et
al., 2005).

Na oncologia, a expressdo aumentada de CRYAB € relacionada a um
comportamento agressivo tumoral, associada a progressdo, transigao epitelial-
mesenquimal, infiltragdo inflamatdria, menor sobrevida e recidivas mais provaveis em
diversos tumores (Boslooper et al., 2008; Holcakova et al., 2008; Malin et al, 2014).
Voduc et al. (2015) associaram o aumento de expressdo de CRYAB em cancer de
mama com uma maior chance de desenvolver metastases para o sistema nervoso
central.

Com relacéo ao meio extracelular, a CRYAB atua na modulagéo de VEGF,
aumentando sua expressao e consequentemente a angiogénese, além de inibir o
sistema imune com uma acgao anti-inflamatéria, aumentando a concentracéo de IL-10
e MMP-8 e inibindo a agao de IL-1a, TNF-a e éxido nitrico no local (Masilamoni et al.,
2005; Nahomi et al., 2013; Finlay et al., 2018).

Diante do potencial valor prognodstico e preditivo para malignidade que a
expressao CRYAB possui em humanos e cadelas, este relatado por MIRANDA, J.L.
(2019), o objetivo desse trabalho é avaliar a expressao de alfa B-cristalina em cadelas
com tumores de glandula mamaria e correlacionar com indicadores de malignidade e

de progressao tumoral.

1.2 CD63 E CD9

CD63 é um membro das tetraspaninas, familia de proteinas de membrana
associadas a superficie celular, envolvidas em processos celulares como ativagao,
adesao, diferenciacdo e invasdo tumoral. Foi descoberta inicialmente como um
antigeno de superficie expresso em alta quantidade em células de melanoma e
identificada como um supressor tumoral, reduzindo a motilidade celular e a

degradagao de matriz extracelular (Pols, Klumperman, 2009; Seubert et al., 2015).
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Diversos estudos relatam que a expressédo de CD63 tem uma relagédo negativa
com a malignidade em neoplasias, incluindo cancer de pulmao e célon em humanos
(Kaprio et al., 2020; Koh et al., 2019). Em discordancia, descobriu-se que CD63
também esta envolvida na regulacdo do transporte de proteinas associadas ao
desenvolvimento e a disseminagao de tumores por meio dos exossomos. CD63 pode
facilitar a metastase atuando como um receptor do inibidor tecidual de
metaloproteinases (TIMP), interagindo com 1 integrinas, o que esta correlacionado
com a progressao tumoral e a redugéo da sobrevida (Cui et al., 2015; Seubert et al.,
2015). Este papel duplo de CD63, como um possivel supressor tumoral e facilitador
da metastase, destaca a complexidade da sua fungdo na biologia do cancer e a
necessidade de mais pesquisas para esclarecer suas fungdes especificas em
diferentes contextos tumorais.

CD9 também é um membro da superfamilia das tetraspaninas, caracterizado
por quatro dominios transmembranares, trés intracelulares e dois extracelulares. Entre
os 33 tipos conhecidos de tetraspaninas em humanos, como CD9, CD81, CD151 e
CD37, essas proteinas sdo essenciais em diversos processos fisiopatoldgicos,
incluindo adesdo celular, crescimento, motilidade, sinalizagdo e metastase de
neoplasias malignas (Murayama et al., 2015; Le Naour et al., 2006).

E uma proteina amplamente expressa em diversos tipos de células tumorais,
na qual se observa uma correlagdo inversa com a sobrevivéncia de pacientes
acometidos por canceres de mama, estdmago, ovario e melanoma maligno (Huang et
al., 1998; Furuya et al., 2005; Yin et al., 2014). Alguns trabalhos demonstram que a
superexpressao de CD9 ou a administragao de anticorpos monoclonais anti-CD9, que
aumentam sua fungdo, podem reduzir a capacidade metastatica, a migragcéo e a
motilidade das células tumorais de melanoma, neoplasias de pulmao e célon (lkeyama
et al., 1993; Takeda et al., 2007; Ovalle et al., 2007). Porém, ainda ndo ha uma
investigacao detalhada sobre o papel do CD9 nas células imunes associadas ao tumor
no microambiente tumoral. Dada a influéncia significativa das células imunes no
crescimento e na regressao tumoral, € essencial explorar as implicagées progndsticas
da expressao de CD9 tanto em células tumorais quanto em células imunes (Salgado
et al., 2015).

2 MATERIAL E METODOS
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Este estudo foi realizado em conformidade com as recomendacgdes da
Legislagao Brasileira, as resolugdes normativas editadas pelo Conselho Nacional de
Experimentacdo Animal (CONCEA/MCTI) através da Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagao de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica
e as Diretrizes de Pratica da Eutanasia recomendada pelo CONCEA/MCT]I, aprovado
pela Comissdo de Etica em Uso Animal da Universidade Federal de Vigosa
(CEUA/UFV — Processo 25/2021). Os dados e material biolégico de todos os animais
foram coletados apds devida autorizagao pelos responsaveis, mediante assinatura do
Termo de Ciéncia e Autorizagao.

As informacgdes referentes ao animal e sua condigéo clinica foram colhidas a
partir das fichas de atendimento do HOV/UFV, com énfase na ficha oncoldgica. Os
principais dados coletados constituiram em idade, histérico reprodutivo e
caracteristicas da massa tumoral.

Fragmentos representativos das massas tumorais e dos linfonodos regionais
foram coletados nos procedimentos de mastectomia realizados na rotina do HOV/DVT
entre 2021 e 2022, sem interferéncia da pesquisa. O material foi fixado em solugao de
formalina a 10% tamponada por 24 horas, processado rotineiramente em parafina. As
laminas, confeccionadas com cortes de 4um de espessura, coradas por hematoxilina
e eosina, foram avaliadas a microscopia Optica foram observadas e a classificagéo
dos tumores realizada de acordo com Goldschmidt et al. (2017) e Cassali et al. (2020)
(Tabela 1).
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Tabela 1. Classificagdo histolégica das neoplasias mamarias em cées propostas por

diferentes autores.

CLASSIFICACAO

GOLDSCHMIDT ET AL (2011)

CASSALI ET AL (2020)

Neoplasias Adenoma Adenoma
Benignas Adenoma papilar intraductal Adenomioepitelioma
Adenoma ductal Mioepitelioma
Com diferenciagdo escamosa Adenoma basaloide
Fibroadenoma Fibroadenoma
Mioepitelioma Tumor misto benigno
Adenoma complexo Papiloma ductal
Tumor misto benigno Tumor filoides
Carcinoma in situ Carcinoma
Neoplasias Carcinoma In situ
Malignas Tubular In situ ductal
Tubulopapilar In situ lobular
Papilar cistico Carcinoma em tumor misto
Cribriforme Papilar  (invasivo e néo

Carcinoma micropapilar invasivo
Carcinoma solido
Comedocarcinoma
Carcinoma anaplasico
Carcinoma em tumor misto
Carcinoma complexo
Carcinoma e mioepitelioma maligno
Carcinoma misto
Carcinoma ductal
Carcinoma papilar intraductal
Carcinoma - Tipo especial
Células Fusiformes
Células Escamosas
Adenoescamoso
Mucinoso
Rico em lipideo — secretoério
Mioepitelioma maligno

Variante  fusiforme do  carcinoma

€escamoso
Variante fusiforme do carcinoma

Inflamatério

Osteossarcoma

Condrossarcoma

Fibrossarcoma

Hemangiossarcoma

Carcinossarcoma

Outros

invasivo)
Tubular
Sélido
Cribiforme
Carcinoma — Tipo especial
Micropapilar
Lobular pleomorfico
Secretério
Mucinoso
Rico em lipideo
Rico em glicogénio
Células Fusiformes
Células Escamosas
Carcinoma com diferenciagdo
sebacea
Adenomioepitelioma maligno
Mioepitelioma maligno
Fibrossarcoma
Osteossarcoma
Carcinossarcoma
Sarcoma em tumor misto
Condrossarcoma
Lipossarcoma
Hemangiossarcoma
Sarcoma filoides
Outros

Para realizacdo da

imuno-histoquimica, os cortes histologicos foram

desparafinizados e hidratados com alcool em concentragcdes decrescentes (100%,

90%, 80%, 70%) e agua. A recuperacao antigénica foi feita com tampao citrato pH 6,0
a 95°C por 10 minutos (CD63 e CD9) e dois ciclos de 5 minutos (CRYAB). Apds 30

minutos de resfriamento, as laminas foram imersas trés vezes em agua destilada por
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dois minutos. Depois, foi utilizado o bloqueador de peroxidase (EasyLink One —
EasyPath®) por 10 minutos, os cortes foram lavados com agua destilada e incubados
com o bloqueador de proteina (EasyLink One — EasyPath®) por mais 10 minutos em
temperatura ambiente. Os anticorpos primarios anti-CD63 (diluicao 1:250, MX-
49.129.5, Santa Cruz Biotechnology) anti-CRYAB (diluicao 1:250, F-10, Santa Cruz
Biotechnology), anti-CD9 (diluicdo 1:250, C-4, Santa Cruz Biotechnology) foram
incubados por uma hora a 37°C e lavados trés vezes com PBS durante dois minutos
cada. Os cortes foram incubados com o polimero EasyLink One (EasyPath®) por 20
minutos, lavados trés vezes com PBS por dois minutos e incubados por cinco minutos
com o cromogeno DAB. A contra-coloragao foi realizada com hematoxilina. O controle
negativo foi realizado com PBS como anticorpo primario. Para o controle positivo,
foram utilizados fragmentos de coragdo (CRYAB), vesicula biliar (CD63) e rim (CD9)
provenientes de animais necropsiados na rotina do HOV/DVT, assim como glandulas
mamarias normais para efeitos de comparacdo. As ladminas, observadas em
microscopio Optico, foram avaliadas de forma semi-quantitativa de acordo com a
intensidade da imunomarcacéo e quantidade de células marcadas, considerando os
critérios: ausente (0), discreto (<30%), moderado (30 a 70%) e acentuado (>70%).

A quantidade e a intensidade de expressao de CRYAB, CD63 e CD9 entre as
diferentes graduagdes histoldgicas, incluindo ainda neoplasias benignas, foram
avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn com corregao de
Bonferroni, em caso de significancia (a = 5%). A relacdo das expressbes com o
tamanho dos nédulos foi avaliada por Correlagdes de Spearman. Valores de p < 0,05

foram considerados significativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Trinta e nove cadelas atendidas no HOV/DVT — UFV foram incluidas no
presente trabalho, com idades entre 2 e 18 anos. A avaliagdo histopatologica dos
tumores revelou que, de 85 tumores, 21 foram classificados como benignos e 64,
malignos. Considerando a graduacgao histoldgica das neoplasias malignas, 31 tumores
foram classificados como grau I, 19 como grau Il e 10 como grau lll, seguindo os
critérios de Elton & Ellis (1991). De acordo com a classificacdo de Cassali et al. (2020),
4 neoplasias malignas (Carcinoma em tumor misto) ndo possuiam suficiente formacao

tubular para graduacéo histolégica.
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Em relacdo ao estadiamento clinico, a tabela 1 mostra a quantidade de
animais classificados de acordo com Sorenmo et al. (2013). Nao houve animais em
estagio V, ja que, de acordo com a rotina cirurgica, os animais atendidos a época néo

estavam estaveis o suficiente para a mastectomia.

Tabela 1. Estadiamento TNM dos animais diagnosticados com neoplasias mamarias e suas respectivas
caracteristicas.

Estagio Animais T N M
I 18 T1(<3cm) NO MO
I 11 T2 (3-5cm) NO MO
1 6 T3 (> 5 cm) NO MO
v 4 T (1,2 0u 3) N1 MO
Y, 0 T(1,2 ou 3) N (0 ou 1) M1
NO: Auséncia de metastase em linfonodos regionais. MO: Auséncia de metastases distantes.
N1: Metastase em linfonodos regionais (detectadas por M1: Metastases distantes detectadas.

histopatologia)

A imuno-histoquimica com os anticorpos anti-CD9, anti-CD63 e anti-CRYAB
foi realizada em todos os nodulos retirados cirurgicamente, além das glandulas
mamarias normais coletadas de cadelas encaminhadas para necropsia.
Comparativamente, os tumores tiveram expressdo das proteinas aumentada em
relacdo ao tecido mamario normal, definida por uma maior area do corte e maior
intensidade da marcacao, porém sem relevancia estatistica.

A avaliagdo da imunomarcacdo, a quantidade de células neoplasicas
marcadas e a intensidade da marcagao (comparada com os controles positivos) foram
distribuidas como ausente, discreta (>30%), moderada (30-70%) e acentuada (<70%)
(Figuras 1 e 2). A tabela 2 resume os achados de imunomarcacao relacionados a

graduacéo histolégica.
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Figura 1. Imunomarcagdo de CRYAB em neoplasias mamarias caninas. A. Células epiteliais
neoplasicas com marcagao de intensidade acentuada. Ob 20x. B. Intensidade discreta. Obj.
10x

Figura 2. Imunomarcagao de CD63 e CD9 em neoplasias mamarias caninas. A. Células
epiteliais neoplasicas com marcagao para CD63 de intensidade moderada. Ob 20x. B. CD9.
Intensidade acentuada. Obj. 10x
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Tabela 2. Expresséo e Intensidade de CRYAB, CD9 e CD63 nas Diferentes Graduagbes Histolégicas

das Neoplasias Mamarias.

Comparagoes Post-

0 | ] ]l Kruskal-Wallis p Hoc (Dunn)

Amostras 3 31 19 10 - =

Mediana (q CRYAB) 1 2 1 2 p = 0,003 O vs lll: p =0,0285*

IQR (q CRYAB) 0 1 1 0 - lvsIl: p=0,178 (ns)

Mediana (i CRYAB) 1 1 1 1 p = 0,946 Ovsl:p=0,0261 (ns)

IQR (i CRYAB) 05 05 05 075 - Il'vs lIl: p = 0,0200*
Ovsll:p=0,252 (ns)
lvs lll: p= 0,158 (ns)

Mediana (q CD63) 1 1 1 1.5 p=0,109 -

IQR (q CD63) 0 2 0 1 - -

Mediana (i CD63) 1 1 1 1 p = 0,005 Ivs lll: p=0,00874**

IQR (i CD63) 0 1 05 1 - Ovsl:p=1(ns)
Ovsll:p=1(ns)
Ovslll: p=1 (ns)
I vs Il: p=0,059 (ns)
Ilvs lll: p=1 (ns)

Mediana (q CD9) 1 1 1 1 p=0,342 -

IQR (q CDY) 0 0O 05 0 - -

Mediana (i CD9) 1 1 1 1 p=0,879 -

IQR (i CD9) 0 0O 05 0 - -

ns: N&o significativo

*. Significativo

**: Muito significativo

Para a expressdo de CRYAB, houve uma diferenca estatisticamente

significativa entre as graduacdes histolégicas (p = 0,003). As comparacdes post-hoc

indicaram que a expressao de CRYAB foi significativamente diferente entre os grupos

0 e lll (p = 0,0285) e entre os grupos Il e lll (p = 0,0200). Entretanto, a intensidade de

expressao de CRYAB nao apresentou diferencas significativas entre as graduacgoes

(p = 0,946).

Este resultado corrobora com Pagano et al. (2021), que identificaram

correlagédo entre a graduacgao de carcinoma colorretal em humano com a graduagao
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histolégica, sugerindo que a avaliacdo de CRYAB pode ser utilizada para
determinacao de progndstico.

Outro estudo criou um modelo de superexpressdo de CRYAB in vivo € in vitro,
com evidéncias que apoiam o papel da aB-Cristalina como um oncogene, na qual a
regulacdo positiva é suficiente para induzir proliferacdo tumoral, promover a
sobrevivéncia celular em ambientes hostis para a célula, como hipoxia e diminuigdo
de pH, além de inibir a apoptose pelas vias intrinseca e extrinseca (Rashied et al.,
2023)

Para CD63, ndo foram observadas diferengas significativas entre as
graduagdes histolégicas (p = 0,109). Ja a intensidade de expressdao de CD63 se
mostrou significativa (p = 0,005), com uma diferenga entre os grupos | e Ill (p =
0,00874).

Kaprio et al. (2020), Miki et al. (2018) e Lewitowicz et al. (2003) observaram
que a alta expressao de CD63 estava associada a um pior prognostico em neoplasias
gastrointestinais em humanos. Em contraste, Kwon et al. (2014) e Koh et al. (2019)
mostraram que a baixa expressao de CD63 estava relacionada a uma menor
sobrevivéncia em neoplasias pulmonares. Koh et al. (2019) revelou que a expressao
de CD63 esta associada ao prognostico em tumores soélidos, com efeitos variaveis
dependendo do tipo de tumor, e que é significativamente associada a sobrevida
especifica de cada doencga.

No caso de CD9, tanto a expressao quanto a intensidade ndo apresentaram
diferengas significativas entre as graduacgdes histologicas (p = 0,342 e p = 0,879).
Esses resultados indicam que, enquanto a expressdo de CRYAB e a intensidade de
CD63 variam entre determinadas graduacgdes histoldgicas, a expressao e intensidade
de CD9 permanecem constantes entre as diferentes graduacgdes, indicando que CD9
pode ter um papel funcional estavel em diferentes estagios da doenga. A auséncia de
variagées na expressao de CD9 entre os diferentes graus histoldgicos sugere que o
CD9 nado é um marcador especifico para a classificagao histolégica das neoplasias
mamarias, mas pode ter um papel constante no microambiente tumoral.

Reyes et al. (2018), por meio de uma revisao, demonstra que CD9 tem papel
fundamental no processo inflamatério, influenciando na adesdo e migragéo
leucocitaria, o que influencia também o microambiente tumoral e, por consequéncia,

a proliferacao e agressividade das células neoplasicas.
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A analise das correlagbes entre o tamanho do tumor (T) e a imuno-
histoquimica revelou que a expressdo de CRYAB ndo apresentou correlacdes
estatisticamente significativas com o tamanho do tumor, tanto para a quantidade
(qCRYAB) quanto para a intensidade (iCRYAB). Isto sugere que a expressao de
CRYAB pode néao estar diretamente associada ao crescimento tumoral nas neoplasias
mamarias caninas estudadas, indicando que esse marcador pode n&o ser um
indicador relevante do tamanho do tumor nesse contexto.

Por outro lado, CD63 e CD9 mostraram correlagdes significativas com o
tamanho do tumor. A intensidade de CD63 apresentou uma correlagédo positiva forte
e significativa (p < 0,001, coeficiente = 0,449), indicando que uma expressdao mais
intensa de CD63 esta associada a tumores maiores. A intensidade de CD9 também
apresentou uma correlagdo positiva significativa (p = 0,008, coeficiente = 0,351),
embora com uma intensidade menor em comparagdo ao CD63. Esses resultados
sugerem que a expressdo mais intensa tanto de CD63 quanto CD9 podem ser
importantes no crescimento tumoral.

Estudos prévios indicam que CD9 pode influenciar a motilidade e a adeséao
celular, contribuindo para o desenvolvimento e a progressao dos tumores (Murayama
et al., 2015; Le Naour et al., 2006). Assim, enquanto o CD9 nao parece variar com a
graduacao histolégica, sua intensidade pode refletir aspectos significativos da
agressividade tumoral e do crescimento, fornecendo informagdes sobre o

comportamento do tumor.

4 CONCLUSAO

Com base na anadlise dos dados obtidos, observou-se que a expressao de
CRYAB, CD63 e CD9 nas neoplasias mamarias caninas apresenta variacdes
significativas em relagdo a graduacao histolégica e ao tamanho do tumor. Por outro
lado, CD9 nao apresentou diferencas na expressdao ou intensidade entre as
graduacdes histoldégicas, mas sua intensidade mostrou uma correlagdo positiva
significativa com o tamanho do tumor, sugerindo que o CD9 esta envolvido na
progressao tumoral e no crescimento, apesar de ndo ser um marcador especifico para

a graduacéo histolégica.
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Entretanto, € importante destacar que uma das limitagdes deste estudo € o
numero relativamente baixo de casos avaliados, o que pode influenciar na capacidade
de generalizacdo dos resultados. A quantidade limitada de amostras pode ter
impactado a significancia estatistica observada para alguns dos marcadores
analisados, como a expressao e intensidade de CRYAB e CD9. Estudos
subsequentes com um numero maior de casos sao essenciais para confirmar e
expandir esses achados, proporcionando uma compreensao mais abrangente sobre
a utilidade desses marcadores na classificagdo e progndéstico das neoplasias

mamarias caninas.
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CONCLUSOES

Esta tese teve como objetivo analisar possiveis biomarcadores relacionados
com a evolugdo de neoplasias mamarias em cadelas. Com base nos resultados
obtidos através dos estudos realizados nos Capitulos 1 e 2, foi possivel concluir que
existem inimeras moléculas e carateristicas que podem ser avaliadas. No Capitulo 1,
os métodos de detecgdo, por mais simples que parecam, fornecem informacgdes
importantes relacionadas ao progndstico do animal. Ainda, no Capitulo 2, ha um
aumento de expressdo e/ou concentracdo de CD63, CRYAB e CD9, estando
associados com caracteristicas de malignidade.

Ainda é necessaria a realizacdo de estudos clinicos randomizados que
permitam estabelecer o papel dos diferentes biomarcadores identificados para
diagnostico e progndéstico das neoplasias mamarias caninas, assim como para definir

a melhor amostra e melhor método para a avaliagdo da sua expressao.
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