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RESUMO

CARVALHO, Tatiana Borges, M.Sc.,Universidade Federal de Vigosa, Setembro de
2006. Neoplasia mamaria em cadelas: caracterizacdo histopatologica e
expressdo de proteinas de estresse (HSP 72). Orientadora: Andréa Pacheco
Batista Borges. Co-Orientadores: Cristina Maria Ganns Chaves Dias, Ricardo
Junqueira Del Carlo, Claudio César Fonseca e Luiz Gonzaga Pompermayer.

Tumor de mama ¢ a neoplasia mais freqliente em cadelas e a semelhanca com
os tumores da mama na mulher determina um interesse crescente no estudo da
patologia comparada. A expressao de proteinas de choque térmico (HSP) tem sido
observada em muitas neoplasias, incluindo o cancer de mama. O objetivo desse
trabalho foi classificar histopatologicamente e investigar a expressdo de HSP 72 em
glandula mamaria normal e neoplasica de cadelas atendidas no servico ambulatorial
do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Vicosa. Foram utilizadas 34
amostras de tecido mamario, sendo 23 neoplasicas e 11 normais, submetidas a
analise histopatologica e pesquisa de HSP 72 através de Western blotting. Além
disso, foram investigadas as varidveis: idade ao diagnostico, raca, glandulas
mamarias acometidas e classificagdo histopatologica da amostra. Os dados foram
analisados por meio de tabelas de freqiiéncia e a comparagao entre as propor¢des das
variaveis pelo teste de Qui-quadrado (¥?), utilizando nivel de significancia de 5%.
Observou-se maior frequéncia de diagnostico da neoplasia mamaria em cadelas entre
8 e 13 anos de idade, nas glandulas mamarias abdominais caudais e inguinais, sem
diferenca estatistica entre malignas e benignas e classificagdo histopatologica. Os
tecidos neoplasicos apresentaram uma maior propor¢do de expressdao da proteina
HSP 72 quando comparados ao tecido normal, sendo observado equivaléncia entre

tumores benignos e malignos quanto a expressao dessa proteina.
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ABSTRACT

CARVALHO, Tatiana Borges, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September of
2006. Mammary neoplasms of female dogs: Characterization
histopatological and expression of stress proteins (HSP 72). Adviser: Andréa
Pacheco Batista Borges. Co-Advisers: Cristina Maria Ganns Chaves Dias,
Ricardo Junqueira Del Carlo, Claudio César Fonseca e Luiz Gonzaga
Pompermayer.

Mammary tumor is the most frequent neoplasms in female dogs and the
similarity of those tumors with the mammary tumors in the woman determines an
interest in the study of the compared pathology. The expression of Heat Shock
Proteins (HSP) have been observed in many neoplasms, including breast cancer. The
aim of this work was to classify histopatologically and to investigate the expression
of HSP 72 in normal and neoplastic canine mammary glands of female dogs assisted
in the service of the Veterinary Hospital of the Federal University of Vigosa. 34
samples of mammary tissue were collected, including 23 neoplastics and 11normal
tissue, for histopatological analysis and investigation of expression of HSP 72 using
Western blotting. Furthermore, the variables age to the diagnosis, breed, attacked
mammary glands and histopatological classification of the tissue were investigated.
Statistical analysis was carried out using Chi-square test (y?). The result were
considered statistically significant in the P < 0,05. The major frequency of the
neoplasm diagnostic was at 8 to 13 years old, at the inguinal and caudal abdominal
mammary glands and no statistical difference was observed between malignants and
benign tumors nor at histopatological classifications. The expression of HSP 72 was
determined in normal and neoplastic mammary gland tissue, this last one presenting
an accentuated expression of this protein. The neoplastic tissue presented a larger
proportion of expression of the protein HSP 72 when compared to the normal tissue,
being observed equivalence among benign and malignants tumors as for the

expression of that protein.
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1. INTRODUCAO

O estudo do cancer de mama em cadelas reveste-se de importancia pela alta
freqliéncia com que surgem na rotina clinica de pequenos animais, constituindo a
segunda forma mais comum de neoplasias nessa espécie. Adicionalmente, essa
importancia também ¢ influenciada pelo fato de que os proprietarios exigem cada vez
mais que seus animais sejam objetos de atengdes semelhantes as que sdo prestadas
aos pacientes humanos. Além disso, a semelhanga desses tumores, em diversos
aspectos, com os tumores da mama na mulher, motiva o interesse no estudo da
patologia comparada, a partir do uso de modelos animais.

As modificagdes na expressao de determinadas proteinas, associadas ao
processo de malignizagdo celular, necessitam ser caracterizadas e podem se tornar
um dos pontos-chave no diagnostico e na terapia tumoral. Um segmento promissor
sdo as pesquisas a respeito da resposta celular ao estresse, envolvendo um grupo de
proteinas denominadas “proteinas de choque térmico” ou HSP (heat shock protein).
As aplicagdes clinicas provenientes desses estudos sdo potencialmente vastas e
podem vir a ser fundamentais em diversas doengas, como o cancer. Muitas pesquisas
estdo em andamento, ha muito que se descobrir e a relevancia do assunto justifica
plenamente o seu estudo e a sua divulgagao.

Esse trabalho objetivou classificar histologicamente e investigar a expressao
de Hsp 72 em tecido mamario normal e neoplasico de cadelas atendidas no servigo
ambulatorial do Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Vigosa no periodo

de margo a agosto de 2005.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Neoplasia mamaria em cadelas

2.1.1. Anatomofisiologia da glandula mamaria

A glandula mamaria ¢ classificada como uma glandula apocrina tibulo-
alveolar composta, consistindo de estroma (estrutura de tecido conjuntivo),
parénquima (porcao epitelial), ductos, vasos e nervos. Ja estd presente, sob a forma
de linhas mamarias subepidermais em fases precoces do embrido e, em animais do
sexo feminino, cresce durante o desenvolvimento fetal aumentando apds o
nascimento (Frandson, 1979).

A cadela possui cinco pares de glandulas mamarias, denominadas toracicas
craniais, toracicas caudais, abdominais craniais, abdominais caudais e inguinais.
Todas com a mesma organizagdo estrutural, sendo formadas por lobulos separados
por septos conjuntivos, cujos ductos drenam para canais secretores mais calibrosos,
os ductos lactiferos, que abrem direta e independentemente no mamilo, em numero
variavel. Antes de atingir o mamilo, os ductos lactiferos formam uma dilatagao
ampolar designada por seio lactifero. O epitélio de revestimento dos ductos ¢é
formado por uma dupla camada de células epiteliais cubicas ou cilindricas baixas e a
medida que vado se ramificando para formar ductulos intralobulares, o epitélio
transforma-se em simples cubico ou cilindrico (Peleteiro, 1994). Os alvéolos das
glandulas mamarias sdo formados por um epitélio cilindrico simples que sintetiza e
secreta proteinas lacteas e lipidios durante a lactacdo (Kolb, 1987). Os ductos, assim
como os alvéolos, sdo circundados por células mioepiteliais contrateis, que se

assemelham a fibras musculares lisas, que se contraem sob a influéncia da ocitocina,



secretando o leite (Frandson, 1979). Além do tecido epitelial, ainda ha a presenca de
fibroblastos e células que compdem e sustentam o tecido mamario. Esta formacgao ¢
de extrema importancia no estudo dos tumores mamadrios, pois existe uma relagdo
direta entre os componentes da lesdo e o prognostico (Zuccari et al., 2001a).

A circulagdo linfatica promove o contacto de algumas glandulas
homolaterais, mas nao existe comunica¢do entre as cadeias mamarias direita e
esquerda. Pode haver a comunicacdo linfatica das glandulas abdominais craniais e
toracicas caudais, sendo as abdominais craniais as unicas que drenam
simultaneamente para o linfonodo axilar acessério e para o inguinal superficial. No
entanto, todas as mamas tém drenagem independente para o linfonodo mais proximo.
Em certos exemplares, tem sido ainda identificada uma ligacdo da circulagdo
linfatica entre a glandula abdominal cranial e a abdominal caudal (Peleteiro, 1994).

As glandulas mamarias diferenciam-se durante os sucessivos estagios de vida
do animal (Kolb, 1987). Na fémea impubere ela ¢ formada por um sistema tubular
ramificado rudimentar, ligado aos ductos lactiferos. Quando sob o efeito dos
estrogenos, durante a puberdade, o sistema tubular se desenvolve, com discreto
aumento de células adiposas. Portanto, o volume externo da mama aumenta
ligeiramente, o que acontece, sobretudo nas abdominais caudais e inguinais. A
progesterona atua significativamente sobre as glandulas da cadela, e o tipo de ciclo
estral destes animais determina uma acdo prolongada desse hormoénio durante o
metaestro, que retorna ao seu nivel basal cerca de 80 a 100 dias apos o inicio do
estro. Nas cadelas gestantes, a progesterona promove o desenvolvimento glandular,
com proliferagdo das células epiteliais da porcdo terminal dos ductulos
intralobulares. Subseqiientemente, ocorre a formagao dos alvéolos secretores, que
sdo constituidos por epitélio cilindrico simples entremeado por células mioepiteliais.
Durante a fase de lacta¢do e sob a acao de varios hormodnios, os ductos e alvéolos
secretores estdo distendidos, uns cheios de leite e outros quase vazios, separados por
septos conjuntivos finos. Quando termina a lactagdo, a maioria dos alvéolos ¢
reabsorvida e a mama diminui de volume (Peleteiro, 1994).

Dessa forma, as glandulas mamadrias se diferenciam e involuem
repetidamente a cada ciclo. Assim sendo, modificagdes organizacionais do tecido
glandular, apesar de fisioldgicas, podem levar ao desenvolvimento, em qualquer
local desse tecido, mas especialmente na regido epitelial, de alteragdes neoplasicas

diversas (Zuccari et al., 2001a).



2.1.2. Tumor mamario em cadelas

Tumores de mama sdo freqiientes em cadelas adultas, compreendendo 52%
de todas as neoplasias diagnosticadas (Allen et al., 1986), sendo esse tipo de tumor
duas a trés vezes mais comum na cadela do que na mulher (Peleteiro, 1994). A
freqiiéncia de malignidade entre esses tumores ¢ de aproximadamente 50%; e entre
essas a maioria ¢ constituida por carcinomas e entre as benignas o tipo histologico
mais encontrado ¢ o adenoma (Allen et al., 1986; Allen & Mahaffey, 1989).

Todo aumento de tecido mamario deve ser avaliado como possivel neoplasia,
sendo que aumentos generalizados ndo relacionados com pseudociese, lactagdo ou
mastite devem receber atengdo especial. De forma semelhante, tumores de origem
diversa daquela do tecido da mama, que aparecem na regido das glandulas mamarias,
também sao de grande importancia, pois diferentes tratamentos podem ser indicados
para tumores como linfossarcomas, lipomas e mastocitomas (Zuccari et al., 2001a).

Como ocorre na maioria das neoplasias, a idade ¢ um fator influente nos
tumores mamarios. Segundo Moulton et al. (1970), tumores mamarios caninos s3o
raros em cadelas com menos de 2 anos de idade, porém a incidéncia aumenta
abruptamente aos 6 anos, continuando a aumentar até os 10 anos, quando a
ocorréncia comeca a diminuir, sendo raros em cadelas com idade superior a 12 anos.

Muitos estudos indicam n3o haver predisposicdo racial para neoplasias
mamarias (Moulton et al., 1970), entretanto racas como Spaniel Inglés, Cocker
Spaniel, Pointer, Poodle, Labrador, Fox Terrier e Retriever sdo apontadas com uma
maior ocorréncia de tumor mamario (Cotchin, 1958; Mccaw, 1993).

Nas cadelas, o desenvolvimento de neoplasias mamarias ¢ menos freqiiente
nas glandulas toracicas, sendo que a propor¢cdo aumenta gradativamente até as
glandulas inguinais (Sorribas, 1995). Cerca de 60% desses tumores estdo localizados
nas mamas abdominais e inguinais, possivelmente por serem as que contém maior
quantidade de parénquima, com maior atividade proliferativa em resposta ao
estrogeno (Moulton et al., 1970). Nao raramente ha mais de uma glandula atingida e
as vezes toda a cadeia do mesmo lado se mostra afetada. E ainda possivel encontrar
mais de uma massa tumoral na mesma mama, o que permite considerar os tumores

mamarios em cadelas como neoplasias multicéntricas (Peleteiro, 1994).



A incidéncia de tumores mamarios em caes machos ¢ muito baixa. Segundo
Brodey et al. (1983) a percentagem de machos atingidos num total de 1.954 casos foi
menos que 1, e pode ser explicada, em parte, pela pequena quantidade de tecido

mamario.

2.1.3. Etiologia das neoplasias mamadrias

A hipotese do envolvimento de um componente etioldgico de natureza
hormonal tem sido a mais aceita atualmente, visto que se t€ém verificado diferengas
significativas quanto ao risco em cadelas castradas e nao castradas, dependendo
ainda da fase em que a intervencdo cirrgica ¢ efetuada (Peleteiro, 1994). Com a
ovariosalpingohisterectomia (OSH) realizada antes do primeiro ciclo estral, existe
0,5% de risco de desenvolvimento de tumor mamario, sendo de 8% o risco quando a
castracdo € feita apos o primeiro ciclo e de 26% quando o procedimento ¢ realizado
apos dois ou mais ciclos. Cadelas submetidas a castragdo apds os dois anos e meio de
idade, ndo s3o beneficiadas pelos efeitos profilaticos desse procedimento porque,
nessa idade as glandulas mamarias ja se desenvolveram plenamente (Schneider et al.,
1969). E importante dizer que a OSH concomitante a mastectomia também nio tem
efeito sobre o prognéstico em animais com neoplasia mamadria (Yamagami et al.,
1996). Assim se cadelas castradas antes do primeiro cio tém chances minimas de
desenvolver neoplasia mamaria, a dependéncia hormonal do tumor fica evidenciada
(Moulton, 1990).

A relagdo do estrogeno com o aparecimento do tumor de mama baseia-se no
conceito geral de que a divisdo celular desempenha papel fundamental na sua
patogénese, ¢ que qualquer fator que aumenta a atividade mitdtica no epitélio
mamario aumentara o risco de aparecimento do tumor (Fonseca, 1998). E possivel
que ao agir como fatores iniciadores, ou mesmo como promotores, seja estimulando
a multiplicacdo celular ou alterando o genoma das células, os hormonios ndo tenham
por si s6 a capacidade de desencadear o desenvolvimento de uma neoplasia. No
entanto, ao atuar em conjunto com outros fatores e em fases diferenciadas da
formagao de um tumor, ¢ possivel que tenham papel determinante (Peleteiro, 1994).

A medicacdo anticoncepcional em cadelas, promove a longo prazo, a
formag¢ao de nédulos hiperplasicos nas glandulas mamarias e tais alteragcdes podem

iniciar ou predispor o tecido a transformagao maligna. Portanto, os hormonios, se ndo



iniciam, pelo menos mantém os tumores mamarios caninos. Assim sua acdo ¢é
determinante, seja estimulando a multiplicacdo celular, seja alterando o genoma das
células tornando-as neoplasicas (Peleteiro, 1994).

Ja se acreditou que tumores mamarios estdo associados a desordens
enddcrinas como ciclo estral irregular, ovario policistico, persisténcia de corpo luteo
e hiperplasia endometrial, porém estudos mais cautelosos ndo encontraram diferenca
significativa entre irregularidade do ciclo estral ou mesmo pseudogestacdo com o
desenvolvimento de tumor mamario (Peleteiro, 1994).

Outras hipdteses citadas sobre a etiologia das neoplasias mamadrias, sdo:
origem viral; influéncia da dieta, principalmente no que se refere ao consumo de
gordura e obesidade. A hipotese de etiologia viral ainda ndo foi confirmada com
segurang¢a, mas ndo deve ser descartada, pois particulas virais tém sido detectadas em
células de tumores de mama em gatas e em cadelas, porém ainda ndo foi possivel
identificar qualquer tipo de virus (Peleteiro, 1994).

O risco de aparecimento do tumor mamario pode estar ligado a fatores
nutricionais interagindo ja nos primeiros meses de vida do animal, principalmente
antes do primeiro cio. A obesidade no primeiro ano de vida, assim como um ano
antes do diagnostico tumoral, parecem predispor as fémeas a neoplasia. A
alimentagdo caseira, principalmente no que se refere a alta ingestdo de carnes
bovinas e suinas, apresentou associagao positiva com o desenvolvimento tumoral em

cadelas (Sonnenschein et al., 1991).

2.1.4. Caracteristicas microscépicas e histogénese

A complexidade do tumor mamario decorre principalmente do proprio tecido
mamario, cuja estrutura histologica ¢ heterogénea. As neoplasias originam-se a partir
de células epiteliais ductuolares e/ou alveolares, células mioepiteliais adjacentes ao
epitélio e/ou células do tecido conjuntivo intersticial (Zuccari et al., 2001b).

Histopatologicamente, os tumores mamarios sao interpretados como benignos
ou malignos, ocorrendo com igual freqiiéncia em caes, enquanto em gatos 85% sao
considerados malignos (Mccaw, 1993).

Com base no histdérico do animal e no seu exame fisico, o tumor maligno
caracteriza-se por apresentar um crescimento rapido, infiltracdo nos tecidos vizinhos

e freqliente ulceracao (Allen et al., 1986). Os critérios de malignidade aplicaveis na



avaliacdo microscopica sdo: grande densidade celular no esfregago, com baixo grau
de coesdo, pleomorfismo celular, anisocariose, padrdes irregulares de distribui¢do de
cromatina, figuras de mitoses normais e anormais e presenca de varios nucléolos no
mesmo nucleo (Zuccari et al., 2001a). J& o tumor benigno possui crescimento lento e
expansivo, tendo area circunscrita, ndo aderido aos tecidos adjacentes; suas células
sdo bem diferenciadas, proximas do tecido normal e as atipias celulares sdo raras e
discretas (Filho et al., 1998).

Uma caracteristica importante do tumor mamario maligno ¢ a capacidade
metastatica. As metastases ocorrem, primeiramente, via circulagdo linfatica, aos
linfonodos regionais e, posteriormente, via hematdgena aos pulmdes. As glandulas
adrenais, rins, coragdo, figado, baco, ossos, cérebro e pele sdo orgdos também
afetados, porém com menor frequéncia (Mccaw, 1993; Peleteiro, 1994).

O topico da classificagdo das neoplasias mamarias em cadelas vem se
popularizando, mas percebe-se que esse € um assunto controverso por causa de sua
complexidade. Em 1999, foi publicada numa obra da Organizacdo Mundial da Satide
(OMS) uma classificagdo, destinada a uniformizar critérios e classificagdes em
cancerologia veterinaria (Misdorp et al., 1999). Esta classificagdo, embora sujeita a
algumas criticas, teve o mérito de conseguir a concordancia ou pelo menos a ado¢ao
por parte de grande niimero de investigadores (Peleteiro, 1994).

Segundo essa classificagdo, os tumores podem ser divididos em simples e
complexos. Os tumores simples sdo aqueles compostos por células epiteliais ou por
células mioepiteliais, ou seja, somente um tipo celular; ja os complexos sdao aqueles
formados por células epiteliais e por mioepiteliais, isto €, ambas as células. Os
tumores mamarios ainda podem ser classificados como mistos, termo usado quando
ha metaplasia, ou seja, presenca de tecido 6sseo ou cartilaginoso no tecido mamario,
sendo esses tecidos formados a partir de células mioepiteliais (Brodey et al., 1983).

Desse modo, os tumores malignos podem ser classificados em carcinoma nao
infiltrativo (in situ), carcinoma complexo, carcinoma tubulopapilar simples,
carcinoma soélido simples, carcinoma anapldsico simples, carcinoma de célula
escamosa, carcinoma mucoso, carcinoma lipidico, fibrosarcoma, osteosarcoma,
carcinosarcomas € carcinoma ou sarcoma em tumor benigno (Misdorp et al., 1999).

Os tumores benignos podem ser classificados como adenoma simples,

adenoma complexo, adenoma basaldide, fibroadenoma de baixa celularidade,



fibroadenoma de elevada celularidade, tumor misto benigno e papiloma ductal
(Misdorp et al., 1999).
Tumores como osteosarcoma, condrosarcoma, fibrosarcoma e liposarcomas

ocorrem com baixa freqii€ncia em glandulas mamarias de caes (Jones et al., 2000).

2.1.5. Diagnostico das neoplasias mamarias

Segundo Peleteiro (1994), o diagndstico dos tumores de mama em cadelas
compreende trés etapas: o clinico, o citoldgico e o histopatologico.

O diagnostico clinico deve basear-se no historico do animal, onde nado falte
informacdes acerca da data de inicio da lesdo, velocidade de crescimento,
manifestagdes de prurido, eliminagdo de secrecdo e ainda dados sobre o
comportamento sexual do animal. A palpagdo permite a identificagdo de tumores a
partir de 0,5 cm, consistindo de nodulos firmes contrastando com o parénquima
maleavel da glindula mamaéria, sendo que todas as glandulas devem ser
cuidadosamente palpadas, assim também como os linfonodos regionais. Também
deve incluir radiografias toracicas, que devem ser realizadas mesmo que ndo haja
suspeitas de metdstase pulmonar. S6 assim ¢ possivel indicar com alguma seguranga
qual a fase evolutiva em que o processo se encontra (Peleteiro, 1994).

Em comparagdo com a oncologia humana, o diagndstico citologico em
cadelas ¢ pouco explorado, porém a citologia aspirativa constitui-se técnica auxiliar
de diagnostico que nao deve ser descartada, especialmente quando se trata da
avaliacdo de lesdes clinicamente suspeitas (Peleteiro, 1994).

O diagnostico histopatoldégico ¢ fundamental para correta apreciacdo de
qualquer lesdo suspeita de neoplasia mamaria, quer seja efetuado sobre o proprio
tumor retirado cirurgicamente ou sobre um fragmento de bidpsia cirurgica. Em
medicina veterinaria, visto que o tratamento cirurgico continua sendo o mais
praticado, o diagnéstico histopatologico ¢ geralmente realizado sobre a totalidade do
tumor, ndo se justificando a realizacdo de bidpsia, exceto em casos particulares para
0s quais a cirurgia nao estd recomendada. Assim, a biopsia ¢ feita para confirmar
uma lesdo neopléasica e, se possivel, para colher indicacdes sobre o grau de

malignidade que permita emitir um prognostico (Peleteiro, 1994).



2.1.6. Tratamento das neoplasias mamarias

O diagnéstico precoce e a terapia rapida e adequada sdo necessarios para
prevenir metastases locais e a distdncia. As opg¢des de tratamento dependem do
estagio em que se encontra o tumor e incluem a excisdo cirurgica, quimioterapia,
radioterapia, imunoterapia ou uma combinac¢do desses tratamentos (Novosad, 2003).

A intervenc¢do cirirgica ¢ o tratamento mais comum, especialmente em
noédulos pequenos e localizados (Sorribas, 1995). Segundo Allen & Mahaffey (1989)
os procedimentos cirurgicos sao classificados em: lumpectomia (remogao apenas do
nodulo tumoral), mastectomia simples (remog¢do apenas da glandula afetada),
mastectomia regional (remog¢do da glandula afetada e de glandulas adjacentes),
mastectomia unilateral (remocdo de todas as glandulas homolaterias) e mastectomia
bilateral (remog¢do de ambas as cadeias mamarias).

Grande parte dos procedimentos cirargicos ¢ escolhida com base na
drenagem linfatica das glandulas mamarias, ou seja, se as glandulas toracicas cranial
e caudal apresentarem tumor, entdo essas e a glandula abdominal cranial serdo
removidas; se as glandulas abdominais caudal e a inguinal forem acometidas, ambas
serdo removidas. Porém, se a glandula abdominal cranial apresentar tumor, deve-se
fazer a mastectomia unilateral, j&4 que ela drena, simultaneamente, para o linfonodo
axilar acessorio e para o inguinal superficial (Mccaw, 1993).

O avango da quimioterapia tem sido lento em medicina veterinaria devido ao
alto custo, dificuldade de administracdo e os numerosos efeitos secundarios, como
trombocitopenia, linfopenia, anorexia, nduseas e vomitos (Brodey et al., 1983). As
drogas quimioterapicas atuam sobre as células que estdo em divisdo ativa, sem
discriminar entre as normais ¢ as neoplasicas, por isso € necessario monitoramento
constante do paciente. Ciclofosfamida, fluorouracil e doxorubicina sdo exemplos de
drogas usadas como quimioterapicos (Sorribas, 1995).

Assim como na quimioterapia, ndo se tém informacgdes precisas sobre a
validade da radioterapia no tratamento de neoplasias mamarias em cadelas (Brodey
et al., 1983). Além disso, o alto custo, as dificuldades de aplicacdo e os resultados
incertos limitam o seu uso na medicina veterinaria (Sorribas, 1995).

A imunoterapia ¢ um método terapéutico em que ha a estimulagdo das
reagdes imunoldgicas do hospedeiro, com o objetivo de provocar resposta as células

tumorais. Podem-se utilizar antigenos especificos do tumor que podem ser células



vivas, inativadas ou modificadas, assim como imunoestimulantes inespecificos como
aplicacdo intravenosa de BCG (Bacilo Calmette-Guérin) ou vacinas de
Corynobacterium parvum (Brodey et al., 1983; Sorribas, 1995).

Como receptores para estrogeno sao encontrados em muitos tumores
mamarios, a terapia anti hormonal pode ser benéfica, porém, ainda ndo ha estudos
controlados relatando esse tipo de tratamento em medicina veterinaria, devido a sua
complexidade e ao alto custo das andlises para a determinagdo desses receptores

(Brodey et al., 1983; Sorribas, 1995).

2.1.7. Progndstico

Os elementos de prognostico nos tumores mamarios estdo representados por
sinais objetivos que permitem prever, razoavelmente, as caracteristicas evolutivas do
tumor e, eventualmente, avaliar as respostas aos tratamentos. O prognostico em caes
varia de acordo com os seguintes fatores: tipo histologico, grau de invasdo, grau de
diferenciagdo, envolvimento dos linfonodos, atividade de receptores hormonais e a

presenga de ulceragao (Hedlund, 2002).

2.2. Proteinas de choque térmico

2.2.1. Resposta celular ao estresse

As células e tecidos estdo em constantes alteracdes quando expostos a
condigdes extremas que causam estresse agudo ou cronico. Consequentemente, para
que haja uma sobrevivéncia € necessaria uma evolugdo da resposta celular para
detectar, monitorar e responder a essas alteragdes. A exposicao prolongada ao
estresse interfere na eficiéncia do funcionamento celular, com conseqiiéncias
negativas nas propriedades bioquimicas das proteinas que, sob condigdes ideais
existem em um estado termodinamicamente estavel. Em um ambiente hostil, essas
proteinas podem ser encontradas desnaturadas, numa configuracao incorreta ou entao
agregadas, tudo isso alterando a sua homeostase, levando a uma resposta
inicialmente denominada “resposta ao choque térmico” (HSR), onde h4 uma elevada
sintese das “proteinas de choque térmico” (HSP) que reparam os danos protéicos e

garantem a recuperacao celular (Morimoto, 1998). Na maioriadas situacoes, essa
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resposta ¢ benéfica para o organismo, mas algumas vezes, como por exemplo, no
cancer as células utilizam-se dessas moléculas como um mecanismo defensivo que
acaba interferindo em algumas terapias (Grover, 2002).

Em 1962, descobriu-se que a exposicdo de células da glandula salivar de
Drosophila melanogaster ao calor produzia o surgimento de um novo padrdo de
espessamento em cromossomos, que representavam sitios especificos de transcrigao
para a sintese de proteinas, por essa razao o nome “Resposta ao Choque Térmico”
(Ritossa, 1962). Porém, somente em 1974, demonstrou-se que o estresse térmico
induzia a expressdo de genes, até entdo quiescentes, que permitiam as células
“estressadas” sintetizar uma grande quantidade de determinado grupo de proteinas,
que foram denominadas “Proteinas de Choque Térmico” ou HSP (heat shock protein)
(Tissiéres et al., 1974). Posteriormente, mostrou-se que além do calor, a resposta ao
choque térmico também ¢ induzida quando as células sdo expostas a outros desafios,
incluindo anoxia, isquemia, etanol, nicotina, metais pesados e agentes virais
(Lindquist, 1986; Welch, 1992). Consequentemente, o termo “heat shock protein”,
apesar de consagrado, ndo ¢ o mais apropriado baseado no fato de que muitos
agentes ou tratamentos deletérios resultam numa similar alteragdo na expressdo
génica. Assim, a melhor nomenclatura seria “proteina de estresse” (Whitley et al.,
1999). Muitos desses agentes/tratamentos que induzem tal resposta tém a
propriedade de serem “caotropos protéicos”, ou seja, afetam a conformagdo e
consequentemente a fungdo das proteinas (Minowada & Welch, 1995).

Verificou-se, posteriormente, que a HSR era um acontecimento praticamente
universal entre todos os seres vivos. Os genes que codificam para as HSPs sdo
encontrados em todos os organismos desde bactérias até plantas e mamiferos, além
de serem altamente conservados, demonstrando baixa variacdo da regido
codificadora entre as espécies. A similaridade dos seus aminoacidos entre a
Escherichia coli e a Drosophila melanogaster e entre a Drosophila melanogaster e o
Homo sapiens ¢ de aproximadamente 70%. Essa baixa variagdo genética e sua
presenga desde procariotos até eucariotos sugerem uma grande importancia dessas
moléculas durante a evolugdo e um papel na protecao das células durante e apds o
estresse (Lindquist, 1986).

Embora implicadas na prote¢do celular contra efeitos adversos, mostrou-se
que as HSPs nao sdo induzidas apenas em condigdes de estresse. Praticamente todas

elas sdo expressas constitutivamente, isto €, em células sob condigdes normais de
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crescimento (cerca de 5-10% do volume total protéico), onde participam de
processos fisiologicos basicos como o ciclo, a proliferacio e a diferenciagdo
celulares, tendo como fun¢do a manutencdo da homeostase protéica (Craig, 1985;
Lindquist, 1986; Lindquist & Craig, 1988; Fuller et al., 1994). Além disso, seu grau
de expressao parece ser dependente da atividade metabolica celular, ou seja, o
aumento na expressdao de HSP ocorre provavelmente devido ao aumento na demanda

celular por sintese protéica e eventos secretores (Welch, 1992).

2.2.2. Proteinas de estresse

As HSPs sdo agrupadas em familias: HSP 27, HSP 40, HSP 60, HSP 70, HSP
90 e HSP 110, de acordo com suas seqiiéncias de aminoacidos e com seus pesos
moleculares (em Kd), determinados pelo método SDS PAGE (gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de so6dio) e podem estar presentes no citoplasma,

mitocondria, reticulo endoplasmatico e nucleo (Jditteld & Wissing, 1992; Welch,

1992).

HSP 70

A familia HSP 70 ¢ altamente conservada e demonstra de 60 a 78% de
identidade entre suas seqiiéncias nas células eucariotas e de 40 a 60% de identidade
entre células eucariotas e a Escherichia coli (Craig, 1985; Lindquist, 1986). As
proteinas pertencentes a essa familia sdo conhecidas pela habilidade de se ligarem a
cadeias peptidicas, desempenhando as seguintes fungdes: prote¢do de proteinas
“nascentes”, transporte de proteinas através de membranas, remontagem de proteinas
desnaturadas e degradagdo protéica (Becker & Craig, 1994).

As formas de HSPs 70 que estdo presentes tanto no citoplasma quanto no
nucleo celular sdo frequentemente chamadas de HSP 72 e HSP 73. A proteina HSP
73 ¢ sintetizada constitutivamente em todas as células de mamiferos, sendo entdo
denominada como HSP 70 constitutiva. J4 a sintese da HSP 72 ¢ restrita a células
que passaram por algum estresse, consequentemente ¢ referida como a forma
induzida da HSP 70. Essas duas proteinas exibem seqiiéncias extremamente
homologas (95%) e propriedades bioquimicas similares. Ainda pertencem a esse
grupo a GRP 78 ou BIP, encontrada no reticulo endoplasmatico ¢ a GRP 75, presente

na mitocondria (Craig, 1985).

12



O principal mecanismo de acdo das HSPs, mediante o qual conferem
protecdo, seria o de atuarem como ‘“chaperonas” moleculares. Chaperona, expressao
inexistente em portugués, serve para designar moléculas que, sem fazer parte da
estrutura final das proteinas, evitam interagdes incorretas entre estas, auxiliam na
montagem final das mesmas, bem como em sua sintese, dobramento e degradagao
(Ellis, 1987).

As proteinas funcionais intracelulares estdo normalmente presentes em suas
formas nativas, completamente dobradas. Entretanto, processos vitais da biogénese
protéica, tais como a sua sintese e sua transmigracdo para 0s compartimentos
intracelulares requerem que a proteina exista, temporariamente, em conformac¢do
desdobrada ou parcialmente dobrada (Alberts et al., 2004).

Em condi¢des normais, os polipeptideos corretamente dobrados tém as
por¢des hidrofobicas de seus aminoacidos voltadas para o interior da molécula, ao
passo que os componentes hidrofilicos voltam-se para o exterior. Isto possibilita
solubilidade em meio aquoso e impede agregagdo, que de outro modo ocorreria pela
interagdo das areas hidrofobicas expostas com aquelas de outras moléculas. Se a
proteina estivesse desdobrada (o que ocorre em determinadas fases de sua sintese e
transporte entre organelas), agregagdes indevidas poderiam existir, levando a perda
destes polipeptideos (Alberts et al., 2004). As proteinas HSPs atuam evitando tais
interagdes aleatorias até que o término do processo de dobramento ocorra e a
proteina adquira resisténcia (Jolly & Morimoto, 2000). Na medida em que o choque
térmico e outras condi¢des estressantes causam um efeito de desdobramento parcial
das proteinas celulares, a capacidade das HSPs de proteger as células contra os
efeitos adversos do estresse torna-se uma extensdo logica de sua fun¢ao normal como
chaperonas (Becker & Craig, 1994).

Viérios estudos t€ém demonstrado que a citoprotecao induzida pela HSPs pode
também ser atribuida parcialmente a supressdo da apoptose (Samali & Orrenius,
1998), porém, o preciso mecanismo desse efeito ainda precisa ser esclarecido. Uma
evidéncia adicional que confirma a relagdo entre a citoprote¢do ¢ a resisténcia a
apoptose ¢ o fato de que células que apresentam falhas ao responder ao stress sdao

sensiveis a morte celular via apoptose (Sreedhar et al., 1999).
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2.2.3. HSPs no cancer

Células tumorais parecem ser dependentes do nivel elevado das HSPs ja que
0 aumento na expressdo dessas proteinas tem sido observado em muitas neoplasias,
como por exemplo, no cancer de mama em mulheres e cadelas, que apresentaram
alto nivel de HSP 70 e HSP 90 (Kumaraguruparan et al., 2006; Romanucci et al,
2006). Um estudo comprovou que a redugdo dessa proteina resulta em massiva morte
de células tumorais, sendo observado inclusive em carcinoma mamario humano. Isso
indica que a alta expressdo de HSP 72 é um pré-requisito para a sobrevivéncia da
célula neoplasica em humanos (Nylandsted et al., 2000).

A expressao das HSPs ocorre em resposta a diversos insultos e o sinal que
dispara essa indugdo esta relacionado com o aciimulo de proteinas desnaturadas no
interior da célula (Ananthan et al., 1986). Porém, ainda nao foi esclarecido o motivo
pelo qual essas proteinas tém sua expressao aumentada no cancer. Uma hipotese ¢ de
que as células cancerosas t€ém uma vida “estressante” devido a falta de nutrientes, de
oxigénio e espago limitado, fatores que sdo importantes na indu¢cdo de um grande
numero de HSPs (S6ti & Csermely, 1998).

No cancer, as proteinas de choque térmico estdo envolvidas em varios
aspectos: participam da dobragem de numerosos produtos de proto-oncogenes e
oncogenes, interagem com a proteina p53 mutante e tem papel importante na
protegdo celular contra apoptose (Wei et al., 1995; Samali & Orrenius, 1998), apesar
de ndo se saber ao certo qual seria 0 mecanismo exato onde essas proteinas atuariam.

Outro ponto importante € o fato de que muitas HSPs estdo relacionadas com o
prognostico e a resposta a determinados tratamentos de alguns tipos de cancer, como
exemplo pode-se citar a HSP 70, cuja expressdo estd associada a ocorréncia de
metastase, a um prognostico reservado e a resisténcia a quimioterapicos no cancer de

mama (Ciocca et al., 1993; Liu et al., 1996; Vargas Roig et al., 1998).

Implicac6es no tratamento

As proteinas de choque térmico por terem implicagdo na progressao € na
resposta tumoral a algumas terapias, tém sido alvo de pesquisas relacionadas ao seu
uso em estratégias de tratamento. Pesquisas j4& em andamento baseiam-se no uso de

agentes que interferem com o nivel celular ou com a funcionalidade das HSPs e no
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uso dessas proteinas em vacinas, explorando sua habilidade de agir como adjuvantes

na indu¢do de uma resposta imune anti tumoral (Soti, 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

O projeto que originou este trabalho foi submetido 4 Comissio de Etica do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa e aprovado sob
processo de niimero 15/2005.

Foram usados nesse estudo 23 amostras de tecido mamario provenientes de
cadelas atendidas na rotina cirtrgica do Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Vicosa que apresentaram neoplasia mamaria, no periodo de margo a
agosto de 2005. A partir das fichas desses animais, foram coletados os
seguintes dados: raga, idade ao diagnoéstico, glandulas mamarias acometidas e
diagnostico histopatoldgico da lesao.

Ainda foram realizadas bidpsias em tecido mamadrio de trés cadelas,
clinicamente sadias, provenientes do canil experimental do Departamento de
Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa, totalizando 11 amostras utilizadas

como controle.

3.1. Coleta das amostras

Ap6s jejum hidrico e solido de 12 horas, todos os animais foram sedados com
Acepromazina' na dose de 0,1 mg por Kg de peso vivo, por via intravenosa. Os
animais foram anestesiados com Tiopental® sodico na dose de 12,5 mg por Kg de
peso vivo e mantidos com Halotano® a 3 %, sendo este o protocolo de rotina do

Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa.

'Acepran® 1% - Univet S.A. Indistria Veterinaria.
* Tiopental® 1g - Abott Laboratorio do Brasil Ltda.
3 Halotano® - Hoerchst do Brasil Quimica e Farmacéutica S.A.
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Foram coletadas amostras de tecido mamario tanto dos animais que
apresentavam a patologia, quanto dos animais higidos usados como controle. Todas
essas amostras foram divididas em duas partes: uma destinada a andlise
histopatologica e a outra a deteccdo de HSP 72. Apods isso os animais foram
encaminhados para seus proprietarios sendo estes devidamente orientados quanto ao

pos-operatorio e todas as analises experimentais foram realizadas em laboratoério.

3.2. Processamento e analise histopatologica

A andlise histopatolodgica foi realizada no setor de Histopatologia do Hospital
Veterinario da UFV, sendo os fragmentos fixados em formol 10% por 24 horas; em
seguida as amostras foram desidratadas em um banho em alcool a 90%, por duas
horas e em dois banhos em alcool 100% por duas horas cada. Logo apds, as amostras
foram diafanizadas em dois banhos sucessivos em xilol por uma hora cada.

As amostras foram entdo cortadas em micrétomo calibrado para cortes de 5
micras, coradas pela técnica rotineira de hematoxilina-eosina e analisados em
microscopio de luz.

Densidade celular no esfregaco, arquitetura das células, dimensdes nucleares,
padrdes de distribui¢do de cromatina, figuras de mitoses e nimero de nucléolos,
foram os pardmetros utilizados para determinar a presenca de neoplasia,
posteriormente classificadas de acordo com o proposto pela Organizagdo Mundial da

Satde (OMS) (Misdorp et al., 1999).

3.3. Identificacdo de HSP 72 nos tecidos mamarios

As amostras foram envolvidas individualmente em papel aluminio e pléstico,
identificadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas no
freezer a — 80°C para analise posterior. As andlises para identificagdo de HSP 72 no
tecido mamario foram realizadas no Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas —
BIOAGRO/UFV, usando o anticorpo Monoclonal Anti-Heat Shock Protein 70 (HSP
70) preparado contra HSP 70 de ratos (SIGMA).

Extracdo das proteinas — As amostras foram retiradas do freezer, pesadas,

maceradas com nitrogénio liquido e homogeneizadas com o tampao de extracao (15
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mM Tris HCL - pH 7,5; 600 mM de NaCl; ImM PMSF), na relagao de 1:10. Em
seguida, as amostras foram colocadas em microtibulos, os quais foram identificados
e mantidos em gelo por aproximadamente 5 minutos. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas em 14.000 g, a 4° C, durante 20 minutos para a retirada do

precipitado (restos celulares) e o sobrenadante foi armazenado no refrigerador a —

20° C.

Quantificagdo da amostra — Os extratos de proteinas totais foram
quantificados de acordo com o método de Bradford (1976), utilizando-se as trés

réplicas preconizadas.

Eletroforese SDS-PAGE — Eletroforese em géis de poliacrilamida (PAGE)
contendo dodecil sulfato de sdédio (SDS) foi realizada essencialmente como descrita
por LAEMMLI (1970). O extrato protéico, contendo 60 pg de proteina, foi incubado
por 5 minutos, a 100°C, em tampao da amostra (glicerol 10% (v/v), SDS 2,3%, azul-
de-bromofenol 0,25%, 2-mercaptoetanol 5% (v/v) e Tris-HCI1 0,0625 mol/L, pH 6,8)
antes de ser aplicado no gel. Em cada gel foram colocadas amostras de tumores
malignos, benignos e tecido mamario normal. A eletroforese foi conduzida por
aproximadamente 16 horas, a 48V, no tampao de corrida (Tris-HCI 0,025 mol/L,
glicina 0,2 mol/L, EDTA 1 mmol/L e SDS 3,5 mmol/L). Este procedimento foi
realizado para a obtencdo de dois géis. Um deles foi corado com solugdo corante
[metanol 40% (v/v), CH;COOH 7,5% (v/v) e “coomassie brilhant blue” R-250
0,01%], por aproximadamente 12 horas, ¢ descorado em solu¢ao de metanol 10%
(v/v) e acido acético 7,5% (v/v). O outro gel foi submetido a técnica de
imunoblotting e sondado com Monoclonal Anti-Heat Shock Protein 70 contra HSP

72.

Imunoblotting — As proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, usando-se o sistema de transferéncia da BIORAD (EUA), de acordo com
as instrugdes do fabricante. Apds a transferéncia (em aproximadamente uma hora a
0,70 Amperes constantes), a membrana de nitrocelulose foi imersa em solugdo de
bloqueio (non-fat dry milk — BIORAD) por uma hora e, em seguida, foram feitas
quatro lavagens, por 15 minutos cada, a temperatura ambiente, com TBS-T [Tris-

HCI 0,01 mol/L, pH 7,6, NaCl 1,5 mmol/L, Tween-20 0,1% (v/v)] sendo depois
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incubada com o anticorpo Monoclonal Anti-Heat Shock Protein 70 (SIGMA), numa
dilui¢do 1:5.000 por trés horas sob agitacdo. Apds o periodo de incubagdo, a
membrana foi lavada com TBS-T quatro vezes, por 15 minutos cada, e em seguida
incubada com o anticorpo Anti-Mouse IgG (fosfatase alcalina - SIGMA), numa
diluicao de 1:10.000, por aproximadamente duas horas. A membrana foi lavada
extensivamente com TBS-T, novamente por quatro vezes de 15 minutos cada, e
subseqilientemente, incubada com tampao da enzima (Tris-HCI1 0,1 mol/L, pH 9.8,
NaCl 0,1 mol/L, MgCl, 0,5 mol/L) por dez minutos. A atividade da fosfatase alcalina
foi detectada, usando-se os substratos NBT (azul-nitro-tetrazolium, GIBCO/BRL) e

BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato, GIBCO/BRL).

3.4. Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de construcdo de tabelas de freqiiéncia e
a comparacdo entre as propor¢des das varidveis pesquisadas, pelo teste de Qui-

quadrado (¥?), utilizando um nivel de significancia de 5%. As andlises foram

realizadas no programa BioEstat, versdo 2.0 (AYRES et al., 2000).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacéao histopatoldgica

As 11 amostras coletadas do tecido mamario normal foram caracterizadas
como glandular ex6crino composto, tubulo-acinoso misto, estando de acordo com a
descri¢ao de Frandson (1979).

Foram verificados e classificados, por analise histopatolédgica, 23 fragmentos
mamarios com alteragdes, provenientes de 13 animais atendidos no Hospital
Veterinario da UFV, no periodo de margo a agosto de 2005.

Os animais pesquisados neste estudo pertenciam a 10 ragas, incluindo o grupo

classificado como sem raga definida (SRD), distribuidos segundo a Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos animais pesquisados em relacdo ao tumor de mama,

segundo a raga, Hospital Veterinario, DVT/UFV, marco a agosto 2005.

Raca NUmero de Animais Frequéncia (%)
Sem raca definida (SRD) 3 23,0a
Pastor Aleméo 2 15,4 b
Beagle 1 7,7b
Boxer 1 7,7b
Cocker Spaniel 1 7,7b
Doberman 1 7,7b
Maltés 1 7,7b
Pastor Canadense 1 7,7b
Pinscher 1 7,7b
Poodle 1 7,7b

Total 13 100

Nota: letras diferentes na coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia.
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Dos 13 animais pesquisados, observou-se que 23% deles era constituida de
animais mesti¢os, sendo caracterizados como sem raga definida (SRD) e que 10
animais (77%) pertenciam a alguma raca pura.

A anadlise da tabela 1 indicou ndo haver diferenca entre as freqiiéncias de
animais com neoplasia mamaria segundo a raca (p > 0,05; GL=9), sendo que apenas
os animais sem raga definida (SRD) apresentaram diferenca estatisticamente
significativa quando comparados as demais ragas (p < 0,05; GL=9).

Como pode ser observado na tabela 1, os animais SRD foram os que tiveram
uma maior ocorréncia dentro do grupo, porém nao foi possivel estabelecer uma raga
especifica na qual houve um maior nimero de casos, conforme observado por
Moulton et al (1970) e Peleteiro (1994), que afirmaram nao haver uma predisposi¢cao
racial para as neoplasias mamarias.

A distribuicdo de casos segundo a faixa etaria indicou maior concentragao de
casos em animais com idade de 8 a 13 anos (84,6%) (p < 0,05; GL=1), sendo que ndo

foram encontrados casos em animais com idade superior a 14 anos (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuigdo dos animais pesquisados em relagdo ao tumor de mama,
segundo a idade ao diagnostico, Hospital Veterinario, DVT/UFV, marco a agosto de

2005.

Faixas Etarias (anos) NuUmero de Animais Frequéncia (%)
02 - 07 2 15,4 a
08-13 11 84,6 b
Total 13 100

Nota: letras diferentes na coluna indicam diferenca ao nivel de 5% de significancia.

Tais resultados estdo de acordo com Moulton et al (1970) e Peleteiro (1994)
ao afirmarem que a idade ¢ um fator importante nas neoplasias mamarias,
estipulando como uma faixa etaria de concentragdo os animais com idade de 6 a 12
anos, relatando menor freqiiéncia desses tumores em cadelas com idade inferior a 6 e
superior a 12 anos.

Conforme a Tabela 3, as glandulas inguinais apresentaram as maiores
proporgdes de acometimento (43,5%), entretanto ndo houve diferenga quando as

diferentes glandulas foram comparadas entre si (p > 0,05; GL=4).
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Tabela 3 - Distribuigdo dos resultados em relagdo ao tumor de mama, segundo a
glandula mamaria acometida, Hospital Veterinario, DVT/UFV, mar¢o a agosto de

2005.

Glandula Acometida NUmero de Glandulas Frequéncia (%)

Toracica Cranial - -

Toracica Caudal 2 8,7a
Abdominal Cranial 5 21,7 a
Abdominal Caudal 6 26,1 a
Inguinal 10 43,5a
Total 23 100

Nota: letras diferentes na coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia.

Optou-se também por fazer uma analise com as glandulas abdominais caudais
e inguinais agrupadas, totalizando 69,6% dos casos (Tabela 4). Nessa segunda
analise, verificou-se diferenca quando tais glandulas foram comparadas com as

demais (p < 0,05; GL=3).

Tabela 4 - Distribuigdo dos resultados em relagdo ao tumor de mama, segundo a
glandula mamaria acometida, Hospital Veterinario, DVT/UFV, mar¢o a agosto de

2005.

Glandula Acometida Numero de Glandulas Frequéncia (%)

Toracica Cranial - -

Toracica Caudal 2 8,7a

Abdominal Cranial 5 21,7 a

Abdominal Caudal e Inguinal 16 69,6 b
Total 23 100

Nota: letras diferentes na coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia.

Esses dados confirmam os relatos de Moulton et al (1970) e Brodey et al
(1983) que observaram maior tendéncia dos tumores a se desenvolverem nas
glandulas localizadas mais caudalmente e relacionaram tal fato a maior quantidade

de parénquima glandular nestas mamas.
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Segundo os resultados do diagndstico histopatologico os tumores foram
inicialmente classificados em malignos e benignos (Figuras 2 e 3), obtendo-se as

freqliéncias de 52,2% e 47,8% respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribuigdo dos resultados em relagdo ao tumor de mama, segundo
classificacdo histopatologica, Hospital Veterindrio, DVT/UFV, margo a agosto de
2005.

Classificacéo

Histopatologica Numero de Tumores Frequéncia (%)
Neoplasia Maligna 12 522a
Neoplasia Benigna 11 47,8 a

Total 23 100

Nota: letras diferentes na coluna indicam diferenga ao nivel de 5% de significancia.

A andlise desta tabela mostrou uma igualdade estatistica entre as duas
classificagdes (p > 0,05; GL=1), conforme reportado por Allen et al (1986), Allen &
Mahaffey et al (1989) e Peleteiro (1994), que estabeleceram uma frequéncia de
malignidade entre esses tumores de 50%.

A tabela 6 mostra os tipos de neoplasias encontradas nas amostras coletadas
das glandulas alteradas desses animais, classificadas de acordo com a OMS (1999).
A analise estatistica indicou ndo haver diferen¢a entre os diferentes tipos histoldgicos

(p > 0,05; GL=7).

23



Tabela 6 — Distribui¢do dos resultados em relagdo ao tumor de mama, segundo
classificacdo histopatologica, Hospital Veterindrio, DVT/UFV, margo a agosto de
2005.

Classificacéo

histopatolégica Numero de Tumores Frequéncia (%)
Carcinoma Simples 5 21,7 a
Adenoma Complexo 5 21,7 a
Tumor Misto Benigno 5 21,7 a
Carcinosarcoma 3 13,0a
Carcinoma Complexo 2 8,7a
Carcinoma in situ 1 4,4 a
Adenoma simples 1 44 a
Osteossarcoma 1 44 a
Total 23 100

Nota: letras diferentes na coluna indicam diferenca ao nivel de 5% de significancia.

4.2. Expressao de HSP 72

Com a finalidade de pesquisar a presenga de proteinas HSP 72 em tumores
mamarios de cadelas, proteinas totais de tecidos mamarios (Figura 1A) foram
sondadas com o anticorpo monoclonal anti-HSP 72 de ratos. Este anticorpo
reconheceu especificamente duas proteinas que migraram com uma massa molecular
aparente de aproximadamente 70 kDa, identificadas imunologicamente como sendo
as proteinas HSP 72 e HSP 73 de caes. Um resultado representativo da expressao da
HSP 73 e HSP 72 em neoplasia mamadria maligna, benigna e tecido normal ¢é

apresentado na Figura 4 B.
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Figura 1. Expressao de HSP 72 e 73 em tecido mamario de cadelas. Quantidades
similares de proteinas totais extraidas de tumor mamario maligno (1), tumor
mamario benigno (2) e tecido mamario normal (3) foram separadas por SDS-PAGE e
visualizadas por Coomassie (A) ou transferidas para membrana de nitrocelulose e

sondadas com o anticorpo anti-HSP 70 (B).

Consistente com um padrao de expressao constitutivo, a proteina HSP 73 foi
identificada em todas as amostras de tecidos analisadas, enquanto que a expressao da
HSP 72 ocorreu de forma mais acentuada nos tecidos neoplésicos (canaletas 1 e 2),
ndo sendo visualizada no tecido mamario normal (canaleta 3) (Figura 1B).

Os resultados da expressao de HSP 72 nos tecidos mamadrios normais e

neoplasicos do presente estudo sdo apresentados na Tabela 7 e 8.
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Tabela 7 - Expressdo de HSP 72 em tecido mamario neoplasico e normal.

Classificagéo N° amostras/Expressao de o _ B
) o % animais com indugao
Histopatoldgica HSP 72
Tecido neoplasico 23/15 65,2
Tecido normal 11/2 18,2

Estes resultados indicam que uma grande proporcao das amostras neoplasicas
apresentou expressao de HSP 72 (65,2%), enquanto apenas 18,2% das amostras
normais apresentaram niveis elevados dessa proteina. Uma vez que essa expressao ¢
induzida em resposta a diversas condi¢des de estresses fisioldgicos, como citado por
Lindquist & Craig (1988) e Fuller et al (1994), provavelmente os niveis elevados de
HSP 72 em amostras de tecidos mamarios normais sejam um indicativo de um
desequilibrio homeostatico nestas células, ndo provenientes do processo de
carcinogénese.

A relagdo da classificag@o histopatologica com a expressdo da proteina HSP
72 indicou uma equivaléncia entre tumores malignos e benignos (66,6% e 63,6%
respectivamente), sugerindo ndo haver ligacdo entre o tipo histopatologico e a

inducdo dessa proteina (Tabela 8).

Tabela 8 - Expressdo de HSP 72 em tecido mamario neoplasico

Classificacao N° amostras/Expressao de o ) .
] . % animais com indugéo
Histopatologica HSP 72
Neoplasia Maligna 12/8 66,6
Neoplasia Benigna 11/7 63,6

Conforme Kumaraguruparan et al (2006) e Romanucci et al (2006), elevados
niveis de HSP 72 tém sido observados em diversas condi¢des de neoplasia humana,
incluindo tumores mamarios e, mais recentemente, também em neoplasia canina de
glandulas mamarias. De fato, elevados niveis de proteinas da familia de HSP 70 em
células tumorais tém sido associados com a func¢do dessas chaperonas em atividades
proliferativas de células ou em condigdes de estresses do microambiente celular,
como hipoxia, impostas pelo desenvolvimento de neoplasia, de acordo com Séti e

Csermely (1998). Entretanto, os resultados apresentados nesta investigacdo ndo
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confirmaram o potencial da HSP 72 como alvo para terapias ou prognoéstico da
doenca em caes, devido a falta de uma correlacdo absoluta entre sua expressao e os
tecidos apresentando neoplasia. Apesar disso, a tendéncia observada para indugado de
HSP 72 em tecidos tumorais caninos sugere um envolvimento da proteina no
processo de carcinogénese, conforme observado em tumores de glandulas mamarias

humanas.
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5. CONCLUSOES

Nas condig¢des em que foi realizado esse estudo e de acordo com os objetivos

propostos, € possivel concluir que:

A faixa etaria das cadelas que apresentou um maior nimero de casos de
tumor mamario a época do diagnostico foi a de animais entre 8 e 13 anos de
idade.

Nao foi possivel estabelecer uma raca especifica na qual houve um maior
numero de casos, sendo os animais sem raga definida os mais acometidos.

As glandulas mamarias abdominais caudais e inguinais foram as mais
acometidas.

A incidéncia de neoplasias malignas e benignas foi estatisticamente igual.
Nao se observou diferenga significativa entre os diferentes tipos histologicos
encontrados.

A expressdo da proteina HSP 72 foi comprovada através da técnica
empregada, tanto em tecido mamario normal quanto neoplasico.

Tecidos neoplasicos apresentaram uma maior propor¢ao de expressao da
proteina HSP 72 quando comparados ao tecido normal.

Observou-se equivaléncia entre tumores benignos e malignos quanto a

expressdo da HSP 72.
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