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RESUMO

A Catecol-O-Metiltransferase (COMT) ¢ uma enzima que participa na inativagdo de
metabolitos de estrégeno que sdo potencialmente carcinogénicos. O polimorfismo no
gene que codifica esta enzima influencia na sua capacidade de atividade. O status do
receptor de estrogeno na cadela pode ser um fator determinante na influéncia do gendtipo
COMT no resultado de neoplasias mamarias. Por isso, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a correlagdo entre o polimorfismo do gendtipo COMT e o status do receptor de
estrogeno, além de verificar a relagdo do polimorfismo da enzima com varidveis
clinicopatoldgicas. Foram utilizadas 59 cadelas, sendo 51 com neoplasias mamarias (GE)
e oito sem neoplasia mamadria (GC). O polimorfismo da enzima foi avaliado por meio de
PCR-RFLP e os receptores de estrogeno (RE-a) por imuno-histoquimica (IHQ). Na THQ,
19,6% e 87,5% dos tumores expressaram receptor de estrogeno no GE e GC,
respectivamente. A PCR foi realizada em 42 animais. Dezessete cadelas (47,2%) do GE e
apenas uma do GC (16,6%) apresentaram polimorfismo (genétipo GA). Nao houve
correlacdo entre o polimorfismo e as varidveis clinopatoldgicas, assim como entre a
expressdo de REa e o polimorfismo da enzima (p=0.148) em analise univariada. Porém
houve correlagdo do polimorfismo com a ocorréncia de carcinoma receptor de estrogeno
negativo na analise de regressao multipla. Por isso, conclui-se que cadelas portadoras de
polimorfismo da enzima COMT desenvolvem com maior frequéncia carcinoma mamario
receptor de estrégeno negativo.

Palavras-chave: carcinoma mamario; COMT G4824; estrogeno; influéncia genética;
polimorfismo.



ABSTRACT

Catechol-O-methyltransferase (COMT) is an enzyme that acts in the inactivation of
estrogen metabolites, which are potentially carcinogenic. The gene polymorphism that
codifies this enzyme influences in its activity capacity. The estrogen receptor status of the
bitch may be a determining factor in the influence of the COMT genotype in the result of
mammary neoplasia. Thus, the aim of the present study was to evaluate the correlation
between the the polymorphism of the COMT genotype and the status of the estrogen
receptor, besides verifying the relation of the enzyme polymorphism with
clinicopathological variables. A total of 59 bitches were used, of which 51 had mammary
neoplasms (EG) and eight had no mammary neoplasia (CG). The enzyme polymorphism
was evaluated through PCR-RFLP and the estrogen receptors (RE-a) through
immunohistochemistry (IHQ). In IHQ, 19,6% and 87,5% of the tumors expressed
estrogen receptor in EG and CG, respectively. PCR was performed in 42 animals.
Seventeen dogs (47,2%) from EG and only one from CG (16,6%) presented
polymorphism (GA genotype). There was no correlation between polymorphism and
clinopathological variables, as well as between REa expression and enzyme
polymorphism (p = 0.148) in univariate analysis. However, there was correlation of the
polymorphism with the occurrence of negative estrogen receptor carcinoma in the
multiple regression analysis. Therefore, the conclusion was that female dogs with
polymorphism of the COMT enzyme develop more frequently estrogen negative receptor
mammary carcinoma.

Keywords: mammary carcinoma; COMT G482A; estrogen ; genetic influence;

polymorphism.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

As neoplasias mamarias sdo as mais frequentes na cadela, representando de 50 a
70% dos tumores em fémeas ndo castradas, especialmente nos paises onde a
ovariohisterectomia ¢ infrequente (MOE, 2001). Hormdnios esterdides desempenham um
importante papel na patogénese dos tumores mamarios caninos, assim como se observa
nas mulheres (GOLDSCHMIDT, PENA e ZAPPULLI, 2017).

Exposicao cronica ao estrégeno ¢ um fator de risco para desenvolvimento do
tumor de mama nas mulheres (TRAVIS E KEY, 2003). Altas concentragdes séricas de
estradiol foram associadas a um maior risco de desenvolvimento de neoplasia mamaria
em mulheres no periodo pés-menopausa (KEY et al., 2002; LIM et al., 2014).

Um dos mecanismos de inativagdo de metabolitos carcinogénicos ¢ feito pela
enzima Catecol-metil-transferase (COMT). Em humanos h4d um polimorfismo de
nucleotideo unico no gene COMT (COMT vall58met) que tem sido relacionado a uma
maior chance de desenvolver cancer de mama, ja que mulheres portadoras deste
polimorfismo apresentam menor atividade desta enzima. Nos caes, existe um
polimorfismo de nucleotideo tnico no gene COMT (G482A4). Animais acima de 9 anos de
idade e portadores do alelo A tem chance trés vezes maior de desenvolverem tumor de
mama quando comparados aos nao portadores deste alelo (PEREIRA et al., 2008).

A analise comparativa das alteragdes transcricionais que ocorrem nos tumores
de mama da cadela e da mulher confirmam semelhancas que enfatizam a utilizagdo da
cadela como modelo experimental, sendo util na avaliagdo de novas estratégias
terapéuticas contra o cancer € o desenvolvimento de biomarcadores prognosticos e
diagnosticos a serem usados em estudos clinicos (UV A et al., 2009).

Glandulas mamaérias normais de cadelas apresentam receptores de estrogeno
(ER), porém a expressdo destes receptores decresce em hiperplasias e mais ainda em
tumores malignos (GOLDSCHMIDT, PENA e ZAPPULLI, 2017).

O status do receptor de estrogeno de cada animal pode ser um fator
determinante na influéncia do gendtipo COMT no resultado de neoplasias mamadrias e sua
avaliagdo poderia ser uma estratégia util para avaliar valor progndstico do genotipo

COMT em cadelas que expressam ou nao receptor de estrogeno (PEREIRA et al.,2009).
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A relacdo da expressao de ER com o polimorfismo da enzima COMT em
neoplasias mamarias de cadelas ainda ndo foi demonstrada e necessita de estudos. Por
isso, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar esta correlacdo, além de
avaliar a relacdo do polimorfismo no gene da enzima COMT com variaveis
clinicopatoldgicas, como tipo histoldgico, presenga de metéastase e idade de surgimento

da neoplasia mamaria em cadelas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Tumor de mama nas cadelas (TMC)
2.1.1 Epidemiologia

Em cadelas, neoplasias malignas na glandula mamaria ocorrem mais
frequentemente que as benignas (CHANG et al., 2009), com cerca de 70% dos tumores
mamarios sendo malignos (RASOTTO et al., 2017). A frequéncia de tumores malignos
pode variar devido a diferencgas intrinsecas nas populacdes estudadas e por existir
variabilidade interobservador no diagndstico, muitas vezes superestimando as
caracteristicas de malignidade (SANTOS et al., 2014).

As mamas abdominais caudais e inguinais sd0 as mais acometidas, com
frequéncia em torno de 70% (YANG et al., 2006; NGUYEN et al., 2017). O tamanho dos
nédulos tumorais pode variar, com aproximadamente 54% dos nodulos apresentando
tamanho > 2 cm (KIM et al., 2014). Quanto a idade média das cadelas com neoplasia
mamaria, varios autores relatam idade entre 9,6 a 10,4 anos (SASSI et al., 2010; MOHR
et al., 2016; SPOERRI et al., 2015; CHANG et al., 2009; RASOTTO et al., 2017; KIM et
al., 2014).

Apesar das mamas abdominais caudais e inguinais serem as mais acometidas
(YANG et al., 2006; NGUYEN et al., 2017), a maioria das cadelas apresenta mais de
uma neoplasia mamaéria no momento da apresentacio clinica (GOLDSCHMIDT, PENA e
ZAPPULLI, 2017; SORENMO et al., 2009).

Caes sem raca definida (SRD) sdo mais acometidos por tumor mamario (SASSI
et al., 2010; TONITI et al., 2009; YANG et al., 2006; MOHR et al., 2016; SPOERRI et
al., 2015; CHANG et al., 2009). Dentre as ragas acometidas estdao: Poodle (SASSI et al.,
2010; TONITI et al., 2009; CHANG et al., 2009; KIM et al., 2016), Yorshire Terrier
(SASSI et al., 2010; MOHR et al., 2016; RASOTTO et al., 2017; KIM et al., 2016),
Pastor Alemao (SASSI et al.,, 2010; MOHR et al., 2016; RASOTTO et al., 2017),
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Daschund (SASSI et al., 2010; MOHR et al., 2016; SPOERRI et al., 2015), Maltés
(YANG et al., 2006; CHANG et al., 2009; KIM et al., 2016), Shi Tzu (TONITI et al.,
2009; KIM et al., 2016), Cocker Spaniel (MOHR et al., 2016; KIM et al., 2016), Boxer
(SPOERRI et al., 2015), Pomeranian (CHANG et al., 2009), Pointer (SASSI et al., 2010)

demonstrando que as ragas de pequeno porte sao mais acometidas.

2.1.2 Fatores progndsticos

O tamanho tumoral ¢ um fator progndstico independente, sendo forte preditor
de recidiva local, metéstase a distancia e de sobrevida (RASOTTO et al., 2017). Por isso,
os tumores grandes (> 3-5 cm de didmetro) s3o mais comumente malignos, enquanto que
os menores de um cm de diametro s3o mais propensos a serem benignos
(GOLDSCHMIDT, PENA e ZAPPULLI, 2017).

Outro importante fator prognostico ¢ o grau histoldgico da neoplasia, em que
carcinomas de grau III possuem risco de morte sete vezes maior, quando comparado aos
de grau I (RASOTTO et al., 2017).

Carcinomas e mioepiteliomas malignos sdo mais agressivos que carcinomas
complexos e carcinomas em tumor misto benigno, sendo que este ultimo apresenta
comportamento semelhante a tumores benignos: sem recidiva, sem metdstase distante e
com sobrevida longa, obtendo excelente prognostico (RASOTTO et al., 2012;
RASOTTO et al., 2017).

Alguns fatores progndsticos do carcinoma mamario invasor sao importantes para
a cadela e para a mulher, como o tamanho do tumor, o estdgio da doenca, invasao
linfovascular, grau histoldégico e receptor de estrogeno (VAN DE VIIVER, 2014;
NGUYEN et al., 2017).

Metastase para linfonodo regional e oOrgdos distantes estd intrinsicamente
relacionado ao tipo histolégico e grau do tumor, sendo os de grau IIl mais frequentes.
Carcinoma adenoescamoso, comedocarcinoma e carcinoma sélido tiveram prognosticos
ruins, sendo que o primeiro obteve a maior taxa de recidiva. Os tipos histologicos mais
desfavoraveis foram carcinoma anaplésico e carcinossarcoma, com ambos apresentando
sobrevida de apenas trés meses ¢ 100% de taxa metastdtica para o carcinossarcoma
(PENA et al., 2013; RASOTTO et al., 2017).

Estudo prévio com cadelas apresentando carcinoma mamario invasor relata que

o risco de metastase a distancia foi de 17% no primeiro ano e 24% no segundo ano, apos
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o diagndstico, valor este que pode variar diante do ndo acompanhamento adequado, por
questdes financeiras do proprietario (NGUYEN et al., 2017).

E possivel diferenciar carcinomas mamarios caninos metastaticos de carcinomas
nado-metastaticos por meio dos perfis de expressdo génica, uma vez que 0s carcinomas
que disseminaram para linfonodos demonstraram perfil de expressao génico relacionado
a aumento da progressao do ciclo celular, diferenciagdo celular alterada e diminuicao da
sinalizacdo do fator de crescimento, além de diversos moduladores de matriz e genes de
adesdo celular apresentarem expressao alterada nas células neoplasicas metastaticas. Isso
possibilita uma previsdo do comportamento clinico, podendo ser utilizada para novas

pesquisas moleculares e potenciais alvos terapéuticos (KLOPFLEISCH et al., 2010).

2.1.3 Diagndstico

O exame histopatologico ¢ considerado o padrdo ouro para o diagnostico de
tumores mamarios. Com base em artigos prévios sobre morfologia das neoplasias
mamadrias caninas, a Organizacdo Mundial da Saude, em 1974, propds um sistema de
classificagdo histologica (HAMPE e MISDORP, 1974), o qual foi modificado em 1999
(MISDORP et al., 1999).

Como véarios novos subtipos histolégicos de neoplasias mamarias foram
descritas apds a segunda classificagdo, em 2011, Goldschmidt e colaboradores
comparando os dois sistemas de graduacdo para carcinomas mamarios caninos e felinos
propuseram um novo sistema de classificagdo, os quais acrescentaram algumas variantes
malignas de neoplasias benignas ja descritas, alteraram algumas nomenclaturas, além de
adicionarem novos subtipos histologicos (GOLDSCHMIDT et al, 2011).

No Brasil, diversos patologistas e oncologistas se reuniram durante o I Encontro
de Patologia Mamaria em 2010 e também elaboraram um consenso evidenciando critérios
que auxiliam no diagnostico, prognéstico e tratamento de neoplasias mamarias em
cadelas (CASSALI et al., 2011).

Um sistema preconizado de classificagdo ¢ uma importante ferramenta
progndstica, facilitando a interpretacdo histoldgica e fornecendo critérios uniformes para
os patologistas veterinarios (PENA et al., 2013; RASOTTO et al.,2012), ja que invasdo e
graduagdo das neoplasias sdo importantes fatores prognosticos (SASSI et al., 2010).

Os critérios histologicos de malignidade determinam o comportamento biologico

dos tumores mamarios. RASOTTO et al. (2017) propuseram que para ser considerado
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maligno o tumor deve apresentar pelo menos um dos seguintes critérios: possuir mais de
trés camadas de estratificagdo epitelial, areas de necrose distribuidas aleatoriamente,
acentuado pleomorfismo nuclear nas areas de maior grau de anisocariose ¢ mais de trés
mitoses em 10 campos de maior aumento, nas areas com maior atividade mitotica. Estes
autores empregaram estes critérios e verificaram correlagdo entre recidiva e sobrevida,
visto que todas as cadelas com tumores classificados como benignos ndo tiveram
recidivas e ndo estavam relacionados com a morte do animal.

Carcinoma complexo ¢ um dos tipos histologicos mais frequentes, seguido pelos
carcinomas simples, subtipo tubulopapilar (SASSI et al., 2010; YANG et al., 2006;
NGUYEN et al., 2017; CHANG et al., 2009; SPOERRI et al., 2015; RASOTTO et al.,
2017; KIM et al., 2014).

2.2 Tratamento de neoplasias mamarias

A mastectomia com amplas margens € o tratamento para tumores mamarios, a
qual pode ser regional, total, unilateral ou bilateral dependendo da dissemina¢do do tumor
(WHITE, 2003). Caso esteja no inicio da doenga, o procedimento cirirgico pode obter
cura, porém em estagios mais avangados, a ocorréncia de metastase ¢ muito comum
(KURZMAN e GILBERTSON, 1986).

A mastectomia total é o procedimento cirtirgico mais indicado, uma vez que a
maioria das cadelas (58%) desenvolve novo ndédulo na cadeia ipsilateral quando opta
apenas pela retirada local do tumor (STRATMANN et al., 2008).

A quimioterapia ¢ indicada, mesmo sem evidencias de metastase, quando a
cadela ¢ diagnosticada com um dos tipos histologicos: s6lido, micropapilar, anaplasico e
carcinossarcoma, além de pacientes com metastase, independente do tipo histoldgico da
neoplasia (CASSALI et al., 2011).

O ano posterior ao término da quimioterapia, o animal deve ser avaliado
trimestralmente e semestralmente no segundo ano até completar dois anos pds tratamento

(CASSALIl et al., 2011).

2.3 Receptor de estrogeno (RE) na glandula mamaria
E importante conhecer e avaliar a sintese e catabolismo do estrégeno, bem
como a sensibilidade do tecido a este hormonio, diante da estreita relagdo entre o risco de

cancer de mama e a exposicao a esse horménio (CLEMONS e GOSS, 2001).
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Ja se sabe que os estrogenos sao mediadores da regulacdo da expressdo génica,
exercendo diversas fungdes importantes em células normais e cancerigenas. O
metabolismo oxidativo do estrégeno resulta em moléculas que sdo potentes compostos
genotoxicos, os quais podem iniciar mutagdes genéticas, por produzirem radicais livres e
espécie reativa de oxigénio (ROS). Varios estudos identificam os estrogenos como
agentes cancerigenos, realizando o crescimento de células epiteliais e atuando como
precursores de metabolitos de estrogenos mutagé€nicos. Estes aumentam a chance de erros
genéticos, por estimularem a multiplicacao de células epiteliais da glandula mamaria e
aumentarem a replicacao de células portadoras de mutagdes potencialmente oncogénicas
(CAVALIERI et al, 2000; YAGER, 2000; DICKSON e STANCEL, 1999;
FEIGELSON e HENDERSON, 1996; KEY etal.2011; YAGER e DAVIDSON, 2006).

Além disso, os metabdlitos do estrogeno podem mediar o seu efeito com ativagao
do receptor de estrogeno classico, interagdo com outros receptores, ligagdo direta ao
DNA ou por outros mecanismos, como a quebra da cadeia dupla do DNA (ZHU e
CONNEY, 1998; WILLIAMSON e LEES-MILLER, 2011).

Os receptores de estrogeno e progesterona sdo rotineiramente utilizados, nos
tumores de mama das mulheres, como marcadores prognoésticos e preditivos de resposta
ao tratamento endocrino (HAMMOND et al., 2010). No caso de carcinomas mamarios
em cadelas a realidade ¢ diferente (NIETO et al., 2000) e apesar do grande nimero de
estudos sobre receptores hormonais em neoplasias mamarias de cadelas, ainda nao ¢
possivel estabelecer uma comparagdo entre as pesquisas, visto a diversidade de formas de
avaliagdo entre os pesquisadores (PENA et al, 2014).

Segundo Queiroga e colaboradores (2005), tanto a prolactina como os
hormonios esteroides podem exercer um papel autdcrino/pardcrino na manutengao do
tumor de mama nas cadelas, além de estarem ligados ao crescimento desta doenga.

A glandula mamaria canina por ser um Orgdo hormonio-dependente sofre
atividade ciclica com fases de desenvolvimento e regressdo consecutivas, que diferem
entre as glandulas e também dentro de cada glandula (REHM, STANISLAUS e
WILLIAMS, 2007; SANTOS, MARCOS e FAUSTINO, 2010).

O niimero de ER na glandula mamadria € baixo durante o proestro até o inicio do
diestro, tendo pico no meio de diestro e voltam a niveis baixos novamente durante o
anestro. Enquanto que a concentragdo de receptores de progesterona ¢ menor, mas

ligeiramente maior do que a do estrogeno, durante proestro e estro, porém aumenta e tem
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pico em paralelo ao ER no meio do diestro, permanecendo elevado até o anestro
(DONNAY et al., 1995).

Antes do primeiro ciclo estral, apenas alguns ductos podem ser observados na
derme do mamilo (REHM, STANISLAUS e WILLIAMS, 2007). O estrogeno influencia
a proliferacdo do sistema de dutos mamaéarios na puberdade e a progesterona esta
relacionada com desenvolvimento dos alvéolos. Receptores de estrogeno e progesterona
sdo expressos durante ciclo estral e sdo regulados por hormdnios esterdides (TONITT et
al., 2009).

A influéncia do estrogeno sobre a carcinogénese mamaria em cadelas pode ser
evidenciada pelo efeito protetor da castragdo precoce. A incidéncia de neoplasia mamaria
em fémeas caninas castradas antes do primeiro cio é de 0,05%, mas aumenta para 8% ou
26% se castradas apos o primeiro e segundo cio, respectivamente. Animal que ¢ castrado
apds o segundo cio tem o mesmo risco de desenvolvimento de tumores malignos que
cadelas ndo castradas (SCHNEIDER et al., 1969).

Estudo concluiu que nem todos os cdes com neoplasia mamadria maligna se
beneficiam da castracdo no momento da mastectomia. A OSH no momento da
mastectomia foi valida em animais com neoplasias graduadas em II, receptor de
estrogeno positivo e/ou com aumento sérico de estrogeno. Isso indica que a concentracao
sérica do estrogeno pode ser usada como um marcador para identificar animais que se
beneficiam da castragdo, no momento da mastectomia (KRISTIANSEN et al., 2016;
QUEIROGA et al., 2005).

Glandulas mamarias normais de cadelas expressam receptores de estrogeno,
porém esta expressdao decresce progressivamente em hiperplasias e tumores malignos
(GOLDSCHMIDT, PENA e ZAPPULLI, 2017). Nas mulheres, apds vérios estudos
clinicos randomizados, confirmou-se que ndo ha beneficio em terapia endocrina nos
casos de cancer de mama invasivo ER negativo (HAMMOND et al., 2010).

Mulheres em pos-menopausa apresentam 29% a mais de chance de
desenvolverem tumor de mama, quando apresentam altas concentragdes de estradiol
sérico (THOMAS et al., 1997). Além disso, em mulheres ha associagao do tumor de
mama com menarca precoce, gravidez tardia e menopausa tardia, bem como o risco
reduzido associado a menopausa precoce (PAFFENBARGER , KAMPERT e CHANG,
1980; ROSNER e COLDITZ, 1996).

Tumores malignos de cadelas que apresentam pseudociese expressam mais

receptores de estrogeno (NIETO et al., 2000). J& MOHR e colaboradores (2016) ndo
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observaram diferenga entre a expressao de receptores hormonais com o fato de a cadela
ser castrada ou nao.

Diversos estudos com neoplasias mamarias caninas avaliaram a imunomarcagao
para estrogeno por meio da IHQ e verificaram maior expressao de estrogeno nos tumores
benignos quando comparado aos tumores malignos (YANG et al., 2006; MOHR et al.,
2016).

Na técnica de IHQ a marcagdo de receptor de estrogeno ¢ localizada na area
nuclear das células epiteliais, mas varia em relacdo ao numero de células positivas e a
intensidade do produto da reagdo, em glandulas mamarias normais e neoplasicas. Células
mioepiteliais podem ser positivas ou negativas e, as células do estroma, tanto de glandula
mamaria normal como neoplésica, assim como condrocitos e ostedcitos em tumores
mistos, sdo negativas (GOLDSCHMIDT, PENA e ZAPPULLI, 2017).

Em geral, como controle positivo para receptores de estrogeno na técnica de IHQ
sdo utilizados: ovario normal, utero ¢ glandula mamaria, onde had marcagdo nuclear das
células da granulosa e células intersticiais do ovario, células epiteliais mucosas, fibrocitos
estromais e células musculares lisas dos cornos uterinos e células epiteliais da glandula
mamaria (CHANG et al., 2009).

Existem varias formas de avaliagdo da imunomarca¢ao de receptores de
estrogeno, sendo que varios autores indicam como ponto de corte para positividade na
técnica de THQ a expressdo em mais de 10% dos nucleos das células epiteliais,
observando toda 4rea neoplasica (PENA et al., 2014; KIM et al., 2014; GAMA, ALVES e
SCHMITT, 2008). Outra forma de avaliagdo ¢ através de escores, sendo considerado
negativo o tumor que expressar <5% de células epiteliais marcadas; + (expressao leve) de
5-19%; ++ (moderada) 20-59%; e +++ (alta) >60% (YANG et al., 2006).

Kristiansen et al. (2016) utilizaram como método de avaliacio de
imunomarcacdo a determinacdo de escore total, considerando porcentagem de células
marcadas mais a intensidade de marcagdo. Com a porcentagem de células marcadas
sendo classificada entre 0 e 5 (nenhuma marcagao = 0; <1% de células marcadas = 1; 1-
10% = 2; 10-33% = 3; 33- 66% = 4; 66-100% = 5) e a intensidade de coloracao em:
ausente = 0, fraco = 1, moderado = 2 e forte = 3. A pontuacdo total ¢ igual a 0 ou varia de
2a8.

Embora a técnica de ITHQ seja muito utilizada, a comparacao de resultados entre

os diversos estudos ¢ dificil, principalmente pelo uso de diferentes anticorpos primarios,
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vérias formas de interpretacio dos resultados e pela sele¢do das amostras (PENA et al.,
2014; GAMA, ALVES e SCHMITT, 2008).

Receptores de estrogeno em cadelas e gatas exibem maior imunomarcagao em
tecidos mamarios normais, com hiperplasia/displasia e tumores benignos quando
comparado aos carcinomas. Na comparagdo entre as duas espécies, carcinomas mamarios
de gatas tiveram menor expressdo de estrogeno. Porém, em ambas as espécies, a
expressdo hormonal em carcinomas invasivos ndo teve correlacdo com tipo histoldgico
ou tempo de sobrevivéncia (MILLANTA et al., 2005).

Estudo comparando expressdo de receptores hormonais em amostras frescas
congeladas e em blocos de parafina utilizando a técnica de ensaio multiplex detectou
menor expressdo de estrogeno nas neoplasias mamarias malignas. Quanto aos subtipos
histologicos, carcinoma solido, carcinoma ductal e carcinoma anaplasico foram aqueles
de menor expressao, quando comparado ao tecido mamario nao neoplédsico fresco
congelado e a hiperplasia lobular mamaria em tecido de parafina. Além disso, verificou
que os carcinomas tubulares simples, carcinoma complexo, mioepitelioma maligno e
carcinoma papilar intraductal de amostras emblocadas tiveram menor expressdao de
receptor de estrogeno do que o grupo de hiperplasia lobular (MOHR et al., 2016). Dentre
os carcinomas, Chang et al. (2009) verificaram que carcinomas complexos tiveram maior
expressao de estrogeno do que carcinomas simples e sarcomas.

Os tumores benignos (adenomas simples e complexos), assim como o0s
carcinomas tubulares simples tiveram uma maior expressdo de receptor de estrogeno,
enquanto que os outros subtipos de carcinoma (sélido, anaplasico e comedocarcinoma) e
mioepiteliomas malignos tiveram expressao fraca, segundo Wan et al. (2014). Estes
autores também relataram que a expressao do receptor foi maior em tumores benignos em
relagdo aos malignos e significativamente menor nas cadelas castradas quando
comparada as nao castradas.

Na avaliagdo da expressio de ER em carcinomas mamarios inflamatorios
(100% negativo) e tumores mamarios malignos (90% negativo) verificou-se que a
expressao ¢ semelhante (ILLERA et al., 2006).

Quanto a associagdo entre expressdo de receptores de estrogeno e outras
variaveis clinicopatoldgicas, Toniti et al. (2009) ndo verificaram associagdo entre a
quantidade de receptores hormonais e as principais ragas (Dachshund, Terrier, Cocker
Spaniel, German Shepherd) e o subtipo histologico. J4 Mainenti et al. (2014) relataram

que cadelas com <10% de células imunomarcadas para estrogeno e progesterona
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apresentaram pior prognostico, além de invasao linfatica, maior quantidade de mitose,
tumores de maior tamanho e maior grau histologico. Da mesma maneira, cides com
tumores malignos de baixa graduagdo e sem metdstase em linfonodo ou a distancia
apresentaram significativamente maiores expressoes de receptores de estrogeno (CHANG
et al., 2009).

Tumores que expressam tanto ER quanto de progesterona estao associados a um
maior periodo livre da doenga e apresentam maiores taxas de sobrevivéncia quando
comparados com outros fenotipos (DE LAS MULAS, MILLAN e DIOS, 2005; CHANG
et al., 2009).

2.4 Catecol-metil-transferase (COMT)

Os estrogenos de catecol, metabolitos de estrogénio, sdo alvos de estudos como
possiveis influenciadores no desenvolvimento do cancer de mama, visto que a exposi¢ao
ao estrogénio ja estd bem estabelecida como um dos principais fatores de risco para este
tipo de neoplasia. A Catecol-O-Metiltransferase (COMT) é uma enzima de fase Il que
inativa o estrogénio catecol por metilacdo, o qual ¢ potencialmente carcinogénico, uma
vez que podem ser oxidados em intermediarios quinona / semiquinona reativos capazes
de formarem radicais livres ou por formarem diretamente adutos de DNA. Em humanos,
o gene que codifica a proteina COMT contém um polimorfismo de nucleotideo tnico, que
influencia na capacidade de atividade da enzima (BERGMAN-JUNGESTROM e
WINGREN, 2001; LIN et al., 2005; LAJIN et al., 2013; MITRUNEN e HIRVONEN,
2003; LEMON e GON, 2001; DUNNING et al., 1999).

A produgdo e o catabolismo do estrogeno estdo sumarizados na Figura 1. As
reagdes de hidroxilagdo sdo as principais formas de catabolizagdo do estrogeno,
resultando em componentes carcinogénicos, como 4-hidroxiestrona e 16 o-
hidroxiestradiol. Os metabolitos 2-hidroxi e 4-hidroxi sdo transformados em metabolitos
metoxilados anticarcinogénicos pela enzima catechol-O-metiltransferase, sendo esta
considerada importante na inativacdo de metabdlitos de estrogénio cancerigenos,
reduzindo o potencial de dano mutagénico (LEMON e GON, 2001; PEREIRA et al.,
2008; YAGER e LIEHR, 1996).
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Figura 1. Produgdo e catabolismo do estrogeno. Fonte: CLEMONS e
GOSS, 2001.

O 2-metoxiestradiol (2-MeOE2), derivado da acdo da COMT, inibe a
proliferagdo de células neopldsicas da glandula mamaria por interferir na fun¢do dos
microtubulos, induzir apoptose e inibir a angiogénese. /n vivo, foi demonstrado em
camundongos inoculados com linhagem de tumor mamadrio humano que a administracao
de 75 mg/kg de 2-MeOE?2, via oral, por um més levou a supressdo do crescimento de
cancer de mama humano em 60% dos camundongos, sem demonstracdo de toxicidade
(KLAUBER et al., 1997).

Sabe-se que os genes que regulam a formagdo e catabolismo do estrégeno, por
meio da transcricdo e tradug¢do, podem influenciar na suscetibilidade a neoplasia
mamaria, uma vez que contribuem para a fungdo do estrégeno (QIN et al., 2012).

Lavigne e colaboradores (1997) foram pioneiros em evidenciar
experimentalmente a relacdo da baixa atividade da enzima COMT com desenvolvimento
de neoplasias mamarias em mulheres. Estes autores demonstraram que mulheres que
possuem o alelo que codifica a COMT de baixa atividade apresentam riscos
significativamente maiores de desenvolvimento da neoplasia quando associado ao
periodo pos-menopausa ¢ indice de massa corporal > 24,47 kg/m* (LAVIGNE et al.,
1997, THOMPSON et al., 1998).
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Porém, ha resultados controversos quanto a influéncia do polimorfismo sobre
cancer de mama em mulheres. Estudos utilizando grandes niimeros amostrais, incluindo
mulheres brancas e mulheres com descendéncia africana, de diferentes idades, ndo
observaram associa¢cdo entre uma ou mais copias do alelo COMT de baixa atividade e o
risco de cancer de mama, sugerindo que o gendtipo COMT nao esta relacionado ao risco
de cancer de mama (MILIKAN et al., 1998; PEREIRA et al.,2008; WEN et al., 2005).

Em estudo de meta-andlise utilizando 51 pesquisas sobre a associagdo do
polimorfismo do COMT Vall58Met ¢ aumento do risco de desenvolvimento de
neoplasias mamarias em mulheres concluiu que apenas o polimorfismo nao estd
associado ao risco de cancer de mama nas mulheres. Porém recomendam que sejam feitas
avaliagdes considerando interagdes entre gene e¢ ambiente, além de grandes estudos
utilizando métodos de genotipagem, comparagdes entre mesmo tipo de cancer mamario e
controles bem pareados, para que realmente seja comprovada a real associagdo do
polimorfismo da enzima com o risco de desenvolvimento da neoplasia (QIN et al., 2012;
PEREIRA et al.,2008).

Por outro lado, estudo de meta-analise sobre a relagao dos tumores de mamas de
mulheres chinesas com polimorfismo da enzima, concluiram que a variante COMT
Vall58Met contribue para a suscetibilidade ao cancer de mama na populagdo chinesa,
particularmente entre as mulheres na pré-menopausa. Os autores atribuem a
susceptibilidade nesta fase ao fato da mulher ter estrégeno circulante elevado e, diante da
baixa atividade enzimatica, apresentam niveis altos de compostos de catecol de estradiol,
os quais tém efeitos mutagénicos (WAN et al., 2014; THOMPSON et al., 1998).

O polimorfismo do COMT também foi relacionado com estagio clinico e a
extensdo da metéstase em linfonodo regional no cancer de mama, sendo que 67% das
mulheres com o alelo COMT de baixa atividade tinham metastase em linfonodo regional
(MATSUI et al., 2000).

Ha pesquisas que sugerem que a COMT ¢ sensivel a hormodnios, demonstrando
que estrogenos e a progesterona inibem a atividade da COMT, regulando negativamente a
transcrigdo do seu gene em um processo mediado por receptores de estrogénio e
progesterona (MILLANTA et al., 2005; SALAMA et al., 2007).

Em caes sabe-se que existe um polimorfismo de nucleotideo tnico no gene da
COMT (G482A), mas ainda existem poucos estudos sobre sua influéncia com o
desenvolvimento de neoplasias mamadrias. Em um estudo feito em 2008, com 90 cadelas

com tumores mamarios e 84 controles, ndo obteve associacdo significativa entre o
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genotipo COMT, os parametros clinicopatologicos (idade e peso do cdo, nimero e tipo
histologico das lesdes e metastase) e o risco global de desenvolver tumor mamario,
porém encontraram um efeito protetor do polimorfismo na idade de inicio dos tumores
mamarios, onde cadelas portadoras do alelo variante tiveram uma probabilidade trés
vezes maior de desenvolver neoplasias mamarias apos os nove anos de idade, em
comparagdo com as cadelas nao portadoras (PEREIRA et al.,2008).

Existe uma possivel relagdo dos genodtipos da COMT com as neoplasias
mamarias no cao, ja que cadelas que apresentaram variagdo no gene foram mais
propensas a ter recidivas dos carcinomas mamarios. Esse dado pode ser util na sele¢ao da
abordagem cirargica, podendo utilizd-lo como fator genético preditivo de recorréncia,
onde cadelas portadoras de polimorfismo da COMT podem ser indicadas para
mastectomia radical ao invés de regional (PEREIRA et al., 2009).

Estudando gendtipos em diferentes ragas caninas e a frequencia alélica de
regides de polimorfismo do COMT identificou-se trés polimorfismos de nucleotideo
simples (SNP): G39A, G216A e G482A, sendo que o G482A obteve frequéncia de 90,2%
para o alelo G e 9,8% para o alelo A em um grupo de 266 animais de cinco racas de caes
(Golden Retrievers, Labrador Retrievers, Maltés, Schnauzer miniatura e Shiba). Dentre
os trés genotipos, o G482A promove substituigdo de aminoacido de Guanina para
Adenina. Nos humanos existe no exon 4 um polimorfismo de nucleotideo simples
(G322A), que substitui o aminoicido Valina por Metionina, alterando o nivel de
atividade da enzima. Como o SNP identificado de G482A ndo estava localizado na
mesma regido que em humanos, ele pode afetar as ligagdes dos substratos ou pode mudar
estruturalmente o produto de aminoacido, assim como ocorre nos humanos (MASUDA et
al., 2004).

O pequeno nimero amostral, em algumas pesquisas, pode ser uma possivel
explicacdo para a discrepancia entre os resultados dos estudos sobre a enzima COMT
(WEN et al., 2005).

A relagdo da expressio de ER com o polimorfismo da enzima COMT em
neoplasias mamarias de cadelas ainda ndo foi demonstrada e necessita de estudos. Por
isso, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar esta correlagdo, além de
avaliar a relacdo do polimorfismo da enzima COMT com variaveis clinicopatologicas,
como tipo histologico, presengca de metédstase e idade de surgimento da neoplasia

mamaria em cadelas.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias mamdrias sdo as mais frequentes em fémeas caninas,
representando de 50 a 70% dos tumores em cadelas ndo castradas, especialmente nos
paises onde a ovariohisterectomia ¢ infrequente.! Horménios esteréides desempenham um
importante papel na patogénese dos tumores mamarios caninos, assim como se observa
nas mulheres.”

Os estrogenos de catecol, metabolitos de estrogénio, sdo alvos de estudos como
possiveis influenciadores no desenvolvimento do cancer de mama, visto que a exposi¢ao
ao estrogénio ja estd bem estabelecida como um dos principais fatores de risco para este
tipo de neoplasia.’

Um dos mecanismos de inativa¢do de metabdlitos carcinogénicos do estrogeno ¢
por meio da enzima Catecol-metil-transferase (COMT). Em humanos hd um
polimorfismo de nucleotideo unico no gene COMT (COMT vall58met) que tem sido
relacionado a uma maior chance de desenvolver cancer de mama, ja que mulheres
portadoras deste polimorfismo apresentam menor atividade desta enzima. Nos caes, ja foi
relatado polimorfismo de nucleotideo unico no gene COMT (G482A4). * Estes autores
verificaram que cadelas acima de nove anos de idade e portadores do alelo A tinham trés
vezes maior chance de desenvolverem tumor de mama quando comparadas as cadelas

ndo portadores deste alelo. *
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O polimorfismo do COMT também foi relacionado com estagio clinico e a
extensdo da metastase em linfonodo regional no cancer de mama, sendo que 67% das
mulheres com o alelo COMT de baixa atividade tinham metastase em linfonodo regional.’

O status do receptor de estrogeno de cada animal pode ser um fator determinante
na influéncia do genétipo COMT no resultado de neoplasias mamarias e sua avaliagao
poderia ser uma estratégia util para avaliar valor prognostico do genotipo COMT em
cadelas que expressam ou nio receptor de estrogeno.’

Estudos com tumores mamadrios caninos (TMC) demonstraram que neoplasias
benignas apresentam maior expressao para receptor de estrogeno quando comparados aos
tumores malignos.”® E ainda, cadelas com <10% de células imunomarcadas para
estrogeno e progesterona apresentam pior prognoéstico, além de invasdo linfatica, maior
quantidade de mitose, tumores de maior tamanho e maior graduagio.’

Em cadelas, a relacdo da expressdo de receptores de estrogeno (REa) em
neoplasias mamarias com o polimorfismo da enzima COMT ainda nao foi demonstrada e
necessita de estudos. Por isso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar esta
correlagdo, além de verificar a relagdo do polimorfismo da enzima COMT com variaveis
clinicopatoldgicas, como comportamento tumoral, tipo histolégico e presenca de

metastase em linfonodo de cadelas com neoplasias mamarias.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e obtencdo das amostras

O estudo foi submetido a Comissdo de Etica na Utilizagio de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e aprovado (protocolo n°® 007/17).

Foram utilizadas 59 cadelas, sendo 51 com neoplasias mamarias (grupo
experimental - GE) e oito sem neoplasia mamaria (grupo controle - GC). Foram
considerados como critérios de inclusdo no GE: auséncia de qualquer outro tipo de
neoplasia, cadelas ndo castradas, idade acima de cinco anos, sem distingao de raca e peso.

Amostras de sangue periférico foram coletadas por venopungdo da jugular, em
tubo estéril para coleta a vacuo com anticoagulante. O sangue total foi centrifugado para
obtencdo da papa leucocitdria que foi armazenada em freezer a -80°C para posterior
realizagdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

As amostras de tecido mamario neoplasico (GE) foram coletadas durante
procedimento cirirgico (mastectomia). As amostras do GC foram coletadas de cadelas

higidas que foram submetidas a ovariohisterectomia eletiva, sem alteracdes
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macroscopicas nas glandulas mamarias, sendo coletada apenas a mama inguinal direita.
As coletas foram realizadas no Hospital Veterinario da UFU e no Hospital Veterinario da
Universidade de Franca (UNIFRAN)).

As amostras de tecido mamario, seja com neoplasia ou mamas sem alteragoes,
foram fixadas em formol tamponado 10% e processadas rotineiramente para confeccao de

laminas histologicas para avaliagao histopatoldgica e imuno-histoquimica.

2.2 Avaliacao histopatoldgica

Os cortes de tecido mamario foram corados em Hematoxilina e Eosina e os
tumores classificados histologicamente.'® O grau histolégico foi atribuido de acordo com
o sistema Nottingham modificado."' Quando a cadela possuia mais de um nddulo
neoplasico maligno, com tipos histoldgicos diferentes, considerou-se o tipo histologico

. . 12
mais agressivo.

2.3 Imuno-histoquimica

Foram feitos cortes de cinco um, desparafinizados em xilol, hidratados em séries
crescentes de etanol e reidratados utilizando dgua destilada. Para a recuperagdo antigénica
utilizou-se tampao citrato (pH 6,0), em panela de pressdo, por 20 min. O bloqueio da
peroxidase endogena foi feito com banho de agua oxigenada e alcool metanol a 3%,
durante 20 min, em temperatura ambiente e camera escura. Anticorpo primdrio anti-REa
(H-184, sc-7207, lote #J1413, Santa Cruz Biotechnology™) policlonal, produzido em
coelho foi diluido na concentragdo de 1/200 e colocado nas superficies dos cortes, que
foram incubados overnight por 18 horas. Este anticorpo foi validado para espécie canina
conforme a bula. Como sistema de revelacdo utilizou-se anticorpo secundario biotinilado
e estreptavidina peroxidase (kit LSAB - Dako®). As laminas foram cuidadosamente
lavadas com solucdo com PBS 1x, entre cada etapa. A reagdo foi revelada com
cromogeno 3,3'-diaminobenzidina (DAB - Dako®) e as laminas contra coradas com
hematoxilina de Harris, desidratadas e montadas.

Como controle positivo utilizou-se utero de cadela, sem alteragdo, e para o
controle negativo da reagdo substituiu-se o anticorpo primério por diluente de anticorpo.
A amostra foi considerada positiva quando mais de 10% das células apresentaram

~ 1
marcacao nuclear. 3
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2.4 Extracido de DNA

O DNA gendmico foi extraido da fragdo de células brancas do sangue usando o
Kit comercial GEN Elute™ — SIGMA. Para isso misturou-se 20 uL. de proteinase K na
concentragdo de 20mg/ml, 200 puL de sangue total (coletado em tubo com anticoagulante
EDTA) e 200 uL de lise C, no vortex, por 15 segundos e incubados em Banho Maria a
55°C, por 10 min. Em seguida, foram preparadas as colunas de purificagdo adicionando
500 pL de solucdo de preparo de coluna e realizando uma centrifugagdo a 1200 g por 1
min. Apdés os 10 min em banho maria, foram adicionados ao material previamente
homogeneizado, 200 pL de etanol; esse material foi agitado em voértex por 15 segundos e
todo o material foi transferido para o microtubo com coluna e, centrifugado a 6500 g por
1 min. Apos a centrifugacdo, a coluna foi transferida para um novo microtubo e foram
adicionados a ela 500 pL de solu¢do de pré lavagem, sendo realizada uma centrifugacao a
6500 g por 1 min. Apos a centrifugacdo, o liquido de pré lavagem foi descartado e
acrescentaram-se 500 pL de solucdo de lavagem, centrifugando a 14000 g por 3 min.
Repetiu-se este Gltimo passo. Por fim, a coluna foi transferida para novo microtubo, onde
foram adicionados 50 pL de solucdo de elui¢do e, apds 10 min em temperatura ambiente,
centrifugou-se a 6500g por 1 min, sendo coletado o DNA ja purificado. A quantificagdo
do DNA foi feita em aparelho Nanovue Plus — Espectrofotdmetro apos calibracdo do
equipamento com a mesma solugdo de elui¢do do DNA. Apds quantificagdo as amostras

foram ajustadas para uma concentragdo de trabalho de 100 ng/uL.

2.5 Reacio em cadeia de polimerase (PCR)

O polimorfismo COMT G482A foi analisado por meio da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) seguido pelo comprimento do fragmento de restrigdo polimorfismo
(RFLP), baseado no protocolo anteriormente descrito."
Foi feita uma reagdo de 50 pL contendo 2 pLL. de DNA (100 ng/uL), 5 uL de cada primer
de COMT G482A (F, 5 -TCCACTTACTCATCCAGCTGG-3> e R, 5’-
TCGAGGCCATCCACTCTCTTG-3’) (0,5 uM, Sigma-Aldrich), 5 pL de Buffer (1x,
Sigma-Aldrich), 5 pL de dNTPs (200 uM, Sigma-Aldrich), 0,5 de Taq polimerase (1U,
Sigma-Aldrich) e 27,5 pL de 4gua ultrapura estéril (q.s.p. 50 pL). A amplificagao foi feita
no Termociclador T100™ (Bio Rad) em 35 ciclos de: 94°C por 30°’, 54°C por 40 e 72°C
por 50°°. Ao final da PCR as amostras foram colocadas no gel de agarose a 1,5% (m/v em

TBE 1X), em 80 mV por 40 min.
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Os produtos de PCR foram entao digeridos com a mistura de 4 pL de Buffer Red
e 0,5 uL (1U) da enzima de restricdo Anza™ 94 Bfml, a qual reconhece a sequéncia 5’...
CQT Pu Py AG... 3°, onde Pu pode ser a purina A ou G e, Py pode ser a pirimidina C ou
T.

2.6 Analise estatistica

Teste Exato de Fisher foi utilizado para verificar correlagdo entre polimorfismo e
comportamento tumoral (benigna ou maligna), entre polimorfismo e imunomarcagao para
receptor de estrogeno, além de polimorfismo e metastase em linfonodo regional. Utilizou-
se também Tabela de Regressao Logistica, sendo o polimorfismo da COMT a variavel
dependente e as varidveis independentes: malignidade e imunoexpressio para receptor de
estrogeno. Todas as andlises foram realizadas com o programa estatistico Bioestat para

Windows e considerou-se o nivel de significAncia de 5% (p< 0,05).

3 RESULTADOS
A idade das cadelas do GE variou de cinco a 18 anos, com média de 10,2 anos,
enquanto que as cadelas do GC tinham idade entre seis e 11 anos, média de 7,5 anos
(Tabela 1). Animais sem raca definida (SRD) foram mais acometidos por neoplasia
mamaria (50,9% - 26/51), seguido pelas ragas Daschund (9,8% - 5/51), Pinscher (9,8% -
5/51) e Poodle (9,8% - 5/51).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicopatologicas de cadelas com neoplasia mamaria e

expressao de receptores de estrogeno.

Variaveis Frequéncia Frequéncia
Absoluta (N) Relativa (%)
Idade
<9 anos 12 23,5
> 9 anos 39 76,4
Raca
Akita 1 1,9
Cocker 2 3.9
Daschund 5 9,8
Labrador 1 1,9
Lhasa Apso 1 1,9
Maltés 1 1,9
Pastor Alemao 1 1,9
Pinscher 5 9,8
Pointer 1 1,9
Poodle 5 9,8
Sem Raga definida (SRD) 26 50,9
Shi Tzu 2 39
Metastase em linfonodo inguinal
Presente 3 7,6
Ausente 36 92,3
Tipos Histopatolégicos
Adenoma Complexo 3 5,8
Adenoma Tubular 1 1,9
Carcinoma Adenoescamoso 2 3.9
Carcinoma Complexo 16 31,3
Carcinoma de Células Escamosas Mamario 1 1,9
Carcinoma em tumor misto 16 31,3
Carcinoma Simples (tubular,papilar,tubulopapilar) 8 15,6
Carcinoma Solido 2 39
Carcinossarcoma 1 1,9
Comedocarcinoma 1 1,9
Receptor de estrogeno
Positivo 10 19,6
Negativo 41 80,3
Ovariohisterectomia
Nao 21 41,1
Sim, previamente ao desenvolvimento do tumor 0 0
Sim, durante o procedimento de mastectomia 30 58,8

A maioria das neoplasias era maligna (47/51 — 92,1%). Os carcinomas mamarios

complexos e mistos foram os tipos histopatoldgicos mais frequentes, totalizando 62,7%

(32/51) das neoplasias mamarias.
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Nenhuma cadela era castrada no momento da retirada do tumor e a
ovariohisterectomia foi realizada concomitante a mastectomia em 30 animais. A exérese
de linfonodo inguinal para avaliagdo de metastase foi realizada em apenas 39 cadelas, das
51 estudadas. Trés (7,7%) cadelas possuiam o linfonodo comprometido e 36 (92,3%)
livres de células neoplasicas.

Das 51 cadelas, 18 (35,2%) apresentavam apenas um nodulo, enquanto que 33
(64,7%) apresentavam multiplos nédulos, sendo as mamas abdominais caudais (M4) e
inguinais (M5) as mais acometidas (38/51 - 77,5%).

No GE, 19,6% dos tumores tiveram marcacdo nuclear, na area de proliferagao
neopldsica, para receptor de estrégeno e no GC 87,5% (7/8) das mamas sem alteragdes,
expressaram REa (Figura 1).

Quanto ao tipo histologico e expressdao de receptores de estrogeno, as neoplasias
mamarias positivas foram: adenomas (20% - 2/10), carcinomas complexos (40% - 4/10),
carcinomas mistos (30% - 3/10) e carcinoma tubulopapilar (20% - 2/10). Por outro lado,
além dos tipos especiais, os carcinomas solidos, comedocarcinoma e carcinossarcoma

ndo expressaram REa.



Figura 1. Fotomicrografias de marcagdo imuno-histoquimica (IHQ) de receptores de

estrogeno (REa). Método complexo streptavidina-biotina-peroxidase, cromogeno DAB,
anticorpo primario anti-REa, contracoloragdo com hematoxilina de Mayer, objetiva 40x. Bar
50 um. (A) Utero de cadela — controle positivo. Marcagio nuclear nas células epiteliais
das glandulas uterinas. (B) Adenoma complexo positivo para expressao de REa. Marcacao
nuclear nas células epiteliais mamarias neoplasicas (seta). (C) Carcinoma mamario em
tumor misto positivo para expressdo de REa. Marcacdo nuclear nas células epiteliais
mamarias neoplasicas (seta). (D) Carcinoma mamdario em tumor misto negativo para
expressdo de REa. Auséncia de marcagdo nuclear nas células epiteliais mamarias

neoplasicas.

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para avaliar o polimorfismo COMT
G4824 foi realizada em 42 animais, 36 do GE e seis do GC. Dezessete cadelas (17/36 -
47,2%) do GE apresentaram polimorfismo (gendtipo GA), enquanto que dezenove (19/36
- 52,7%) ndo apresentaram polimorfismo (genotipo GG). Apenas uma (1/6 - 16,6%) das

seis cadelas do GC apresentou polimorfismo (Figura 2).
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A tabela 2 demonstra os resultados em relagdo a associagao do polimorfismo
COMT G482A4 com algumas caracteristicas tumorais, como malignidade, REa e

metastase em linfonodo inguinal.

Tabela 2. Correlagdo entre o polimorfismo da enzima COMT com comportamento
tumoral, expressdo de receptores de estrégeno e tipo histolégico em carcinomas

mamarios, ¢ metastase em linfonodo de cadelas portadoras de neoplasias mamarias.

Polimorfismo

GG n (%) GA n (%) P*
Neoplasia benigna 3(83) 0(0)
Neoplasia maligna 16 (44,4) 17 (47,2) 0,2682
<9 anos 5(13,8) 4(11,1)
> 9 anos 14 (38,8) 13 (36,1) 0,577
ER+ 5(13,8) 1(2,7)
ER- 14 (38,8) 16 (44,4) 0,2323
Carcinomas mistos 3(14,2) 7 (33,3)
Carcinomas complexos 5(23,8) 6 (28.5) 0,7806
Linfonodo comprometido 1 (3,5) 1(3,5)
Linfonodo livre 13 (46,4) 13(46,4) 0,4631

*Teste Exato de Fisher
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Figura 2. Andlise RFLP baseada em PCR no gene COMT de
cadelas com neoplasia mamaria (GE). Linha 1 com marcador de
peso molecular, linha 2 produto de PCR sem digestdo. Linhas 3, 4,
6 ¢ 7 contem DNA de cadelas sem polimorfismo (GG) e linha 5 de
cadela com polimorfismo (GA).
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Todas as cadelas com neoplasias benignas nao apresentavam o alelo A, porém
estatisticamente ndo houve diferenca significativa quando comparado neoplasias
benignas e malignas com polimorfismo COMT G4824 (p=0.135).

Com relacdo ao receptor de estrogeno, 80% (4/5) das cadelas com carcinomas
com imunomarcagao positiva para REa nao apresentavam polimorfismo no gene COMT.
J& as cadelas com carcinomas sem imunomarcacdo para REoa, 57,1% (16/28)
apresentavam polimorfismo no gene COMT e 42,8% (12/28) ndo apresentavam. Em
analise estatistica univariada, nao houve correlagdo entre polimorfismo ¢ REa (p=0.148).

Nao houve diferenca entre os tipos histologicos (carcinomas simples e complexos)
e polimorfismo no gene COMT (p=0.182), assim como entre o polimorfismo e a
capacidade da neoplasia realizar metastase em linfonodo inguinal (p=0.759) e
polimorfismo e idade (p=0,577).

Utilizando o polimorfismo no gene COMT G4824 como variavel dependente
avaliou-se, por meio da analise de regressdo multipla, a correlagdio com a malignidade
(benigno X maligno) e a imunomarcagdo para receptor de estrogeno. Houve correlagao
entre neoplasias malignas, marcagdo para estrogeno negativa € polimorfismo no gene

-(-12,46+11,08X +1,67X )
1

(»=0.037), conforme equacao p= 1/1+e 2/, sendo X; malignidade e X,

REa.

4 DISCUSSAO
As cadelas sem raga definida (50.9%) e acima de nove anos foram as mais
acometidas pelas neoplasias mamarias, achados esses que se assemelham aos descritos
por outros autores.'> "% 1617
As mamas abdominal caudal (M4) e/ou inguinal (M5) foram as mais acometidas
(77.55%), semelhante ao relatado por outros estudos (72.5%)"® e (66.6%)."

Como a maioria dos nodulos tumorais ocorreram nas mamas abdominais
caudais e inguinais, somente o linfonodo inguinal foi avaliado e apenas 7.69% das
cadelas apresentaram metastase em linfonodo. Estudo anterior avaliando invasdo em
vasos linfaticos peritumorais e/ou em linfonodo regional identificou invasdo em 31% dos
tumores malignos e demonstrou que ha correlacdo entre invasdo de células neoplasicas
com sobrevida, risco de morte, recorréncia local, além de metastase a distancia.'?

A imuno-histoquimica para pancitoqueratina tem alta sensibilidade para detectar

micrometastases e células tumorais ocultas em linfonodos negativos por exame
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histopatolégico.'® Neste caso, a baixa deteccdo de mestastase pode ter sido influenciada
pela menor sensibilidade do teste histopatologico.

Quanto ao tipo histoldgico, os carcinomas mamarios mistos e complexos foram os
mais diagnosticados, seguido pelos carcinomas simples. O carcinoma complexo ¢
considerado um dos tipos histologicos mais frequentes, seguido pelo carcinoma simples,
subtipo tubulopapilar, !>+ 20 17 16.12.21

E importante conhecer e avaliar a sintese e catabolismo do estrogeno, bem como
a sensibilidade do tecido a este hormodnio, diante da estreita relagdo entre o risco de
cancer de mama e a exposicdo a esse hormdnio.?

A influéncia do estrogeno sobre a carcinogénese mamaria em cadelas pode ser
evidenciada pelo efeito protetor da castragdo precoce. Animal que ¢ castrado apds o
segundo cio tem o mesmo risco de desenvolvimento de tumores malignos que cadelas
ndo castradas.”® Todas as cadelas do presente estudo ndo eram castradas, ou seja,
receberam influéncia hormonal até 0 momento da mastectomia.

Recentemente verificou-se que nem todos os cdes com neoplasia mamaria
maligna se beneficiam da castracdo no momento da mastectomia. A OSH no momento da
mastectomia foi valida em animais com neoplasias graduadas em II, receptor de
estrogeno positivo e/ou com aumento sérico de estrogeno.***

Glandulas mamarias normais de cadelas expressam receptores de estrogeno,
porém esta expressao decresce progressivamente em hiperplasias e tumores malignos.2

Esta variag@o na expressao de receptores de estrogeno também foi observada neste
estudo, pois a maioria das neoplasias que ndo expressaram este receptor eram malignas,
assim como todas as amostras de carcinomas de tipos especiais, carcinomas solidos,
comedocarcinoma e carcinossarcoma. Além disto, no GC 87,5% (7/8) das mamas
expressaram REa.

Diversos estudos com neoplasias mamadrias caninas avaliaram a imunomarcacao
para estrogeno por meio da [HQ e verificaram maior expressdo de estrogeno nos tumores
benignos quando comparado aos tumores malignos.”*

Os tumores benignos (adenomas simples e complexos), assim como os
carcinomas tubulares simples tiveram uma maior expressao de receptor de estrogeno,
enquanto que os outros subtipos de carcinoma (sélido, anaplasico e comedocarcinoma) e
mioepiteliomas malignos tiveram expressio fraca.”® Estes autores também relataram que

a expressdo do receptor foi maior em tumores benignos em relagdo aos malignos e

significativamente menor nas cadelas castradas quando comparada as néo castradas.*
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No GE, 19,6% dos tumores expressaram receptor de estrogeno. Em estudo
retrospectivo®’, os percentuais de marcacdo positiva para REq variaram de 10% a 92,3%.
Baixa expressdao de REa em TMC ja foram relatadas em estudos prévios, com percentuais
variando de 6,3% 2 a31%.%

Todas as cadelas com neoplasias benignas do GE ndo apresentavam o alelo A.
Entretanto, ndo houve diferenca na presenca do polimorfismo COMT G4824 entre
cadelas com neoplasias benignas e malignas. O pequeno nimero de cadelas portadoras de
neoplasias benignas pode ter gerado viés no estudo e prejudicado a avaliacao estatistica
desta correlacao.

Outros estudos com cadelas *® também ndo observaram diferengas significativas
entre a classificagdo histolégica e o polimorfismo da enzima. Porém, estudo humano
evidenciou relagdo entre a baixa atividade da enzima COMT com desenvolvimento de
neoplasias mamarias em mulheres.*

Na mulher, o polimorfismo do COMT também foi relacionado com estagio
clinico e a extensdo da metastase em linfonodo regional no cancer de mama, sendo que
67% das mulheres com o alelo COMT de baixa atividade tinham metéastase em linfonodo
regional.” Porém neste estudo ndo foi possivel estabelecer correlagio entre metastase em
linfonodo e polimorfismo do COMT. Da mesma maneira, outras pesquisas avaliaram e
ndo observaram relagio entre polimorfismo do COMT e metastases em cadelas.*®

Nao foi observada correlagdo entre polimorfismo do COMT e idade da cadela no
momento da mastectomia. Em estudo anterior, foi relatado efeito protetor do
polimorfismo na idade de inicio dos tumores mamarios, onde cadelas portadoras do alelo
variante tiveram uma probabilidade trés vezes maior de desenvolver neoplasias mamarias
apos os nove anos de idade, em comparagio com as cadelas nio portadoras.”

O status do receptor de estrogeno de cada animal pode ser um fator determinante
na influéncia do genotipo COMT no resultado de neoplasias mamadrias e sua avaliagdo
poderia ser uma estratégia util para avaliar valor prognostico do gendtipo COMT em
cadelas que expressam ou nio receptor de estrogeno.’

Esperava-se que cadelas portadoras de polimorfismo exibissem menor expressao
de REa, porém ndo houve correlagdo entre a expressdo de REa e o polimorfismo da
enzima (p=0.148) em analise univariada.

Porém na analise de regressdo multipla, a probabilidade da cadela que tem
polimorfismo desenvolver carcinoma mamario, receptor de estrégeno negativo ¢ de

57,14% e de 20% quando sdo carcinomas receptores de estrogeno positivo.
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O efeito protetor da enzima Catecol-O-Metiltransferase ocorre durante o inicio
da carcinogénese. As reacdes de hidroxilacdo sdo as principais formas de cataboliza¢ao
do estrogeno, resultando em componentes carcinogénicos, como 4-hidroxiestrona e 16 a-
hidroxiestradiol. Os metabolitos 2-hidroxi e 4-hidroxi sdo transformados em metabdlitos
metoxilados anticarcinogénicos pela enzima catechol-O-metiltransferase, sendo esta
considerada importante na inativacdo de metabdlitos de estrogénio cancerigenos,
reduzindo o potencial de dano mutagénico.***

A relacdo da variacdo do gendtipo da COMT com o maior risco de
desenvolvimento de neoplasia mamaria associado ao estrogeno pode ser explicada pela
variagdo no gendtipo resultar em menor atividade enzimatica e consequentemente menor
inativagdo dos catecois biologicamente ativos e toxicos, além disso, outra possibilidade ¢
que existam niveis menores desta nos tecidos e células, quando ha algum tipo de
polimorfismo. Ambas acarretam em menor desintoxicacao de catecois toxicos, os quais
acumulam no tecido e levam a danos celulares.”

Assim, nas cadelas portadoras do polimorfismo haveria menor efeito protetor da
COMT resultando em desenvolvimento de carcinomas mamarios indiferenciados, com
menor expressao de receptores de estrogeno.

O desenvolvimento do tumor mamario € evento ja programado nos primeiros
anos de vida da cadela e ndo ¢ influenciado pela supressdo do estimulo hormonal na
maturidade.”* O estrogeno pode atuar por ligagio a RE presente em células epiteliais e
estromais da glandula mamaria induzindo nestas células uma expressdo aumentada de
receptores de progesterona. Dentro essa hipotese, o estrogeno atuaria no estagio inicial da
doenca e uma perda progressiva de RE ocorreria durante a evolu¢do da doencga,
resultando em ndo-reatividade de RE em carcinomas mamarios.>

Conclui-se que cadelas portadoras de polimorfismo da enzima COMT
desenvolvem com maior frequéncia carcinomas mamarios receptor de estrogeno
negativo. Estudos in vitro com linhagens celulares de neoplasia mamaria de cadelas sao
necessarios para se verificar até que ponto a falta do efeito protetor desta enzima no inicio
da carcinogénese pode influenciar o desenvolvimento de carcinomas mamadrios. A
auséncia de correlagdo do polimorfismo com as varidveis clinicopatoldgicas em andlise
univariada pode ter sido influenciada pelo pequeno niimero de animais portadores de

neoplasias benignas e por isso estudos mais extensos sao necessarios.
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