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A minha estrela guia que me acompanha todos os dias.



“Persevere na sua tarefa, faca dela a sua vida e

Envelheca cumprindo o seu dever.”

Eclesiastes, 11:20



Abstract

Resumo

Os tumores de mama s&o as neoplasias mais comuns na espécie canina, mais
particularmente os tumores malignos tém vindo a aumentar consideravelmente nestes animais.
Contudo, os estudos realizados nesta vertente, mostram-se ainda insuficientes para o
prognostico e posterior tratamento destas neoplasias tdo agressivas.

O presente estudo pretendeu estudar a expressdo do c-kit, VEGF e CD31 em 81 tumores
malignos da mama da cadela através de estudos de imunohistoquimica e relacionar a sua
expressao com diversos parametros clinicopatoldgicos. Por conseguinte as 81 amostras foram
submetidas a detecdo immunohistoquimica do c-kit, VEGF e CD31, juntamente com
parametros clinicopatoldgicos de agressividade do tumor.

De acordo com os resultados obtidos concluimos que o c-kit apresenta relacdo positiva
com a malignidade tumoral, bem como com pardmetros de angiogénese verificados pela
expressdo do VEGF e CD31.

Tumores com maior expressdao de c-kit apresentam fenoOtipos mais agressivos,
nomeadamente, maior grau histolégico de malignidade, presenca de émbolos vasculares e
presenca de metastases nos ganglios linfaticos regionais.

A sobreexpressdo do c-kit revelou correlagdo positiva com o VEGF (r = 0,322, P <
0,009) e com o0 CD31 (r = 0.470, P < 0,001). O grupo c-kit/angiogénese foi associado com
elevado grau de malignidade (P < 0,001), presenca de émbolos intravasculares (P < 0,001) e
invasdo dos ganglios linfaticos (P < 0,001).

Estes resultados sugerem que o c-kit pode compartilhar vias de sinalizagdo comuns com
VEGF e CD31 na progressdo de CMT e pode contribuir para 0 aumento da angiogénese,

agressividade e mau prognostico destes tumores.

Palavras-chave: Tumores mamarios caninos; Angiogénese; C-kit; VEGF; CD31.
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Abstract

Abstract

The breast tumors are the most common neoplasia in canine species, mainly malignant
tumors have been increasing in these animals. However, studies on this issue are still
insufficient for the prognosis and subsequent treatment of these aggressive tumors.

This study aimed to examine the expression of c-kit, VEGF and CD31 in 81 breast
malignant tumors of the dog through immunohistochemical studies and relate their expression
with various clinical-pathological parameters. Therefore 81 samples were submitted to
immunohistochemical detection of c-kit, VEGF and CD31, together with clinicopathological
parameters of tumor aggressiveness.

According to the obtained results we conclude that c-kit has a positive relationship
with tumor malignancy and parameters of angiogenesis like VEGF and CD31 expression.

Tumors with greater expression of c-kit demonstrated more aggressive phenotypes, in
particular, greater histological grade of malignancy, presence of neoplastic intravascular
emboli and presence of metastasis in the lymph nodes.

C-kit overexpression revealed a positive correlation with VEGF (r=0.322, P<0.009)
and CD31 (r=0.470, P<0.001). The group c-kit/angiogenesis was associated with elevated
grade of malignancy (P<0,001), presence of intravascular emboli (P<0,001) and presence of
lymph node metastasis (P<0,001).

Present results suggest that c-kit may share common signaling pathways with VEGF
and CD31 in CMT progression and may contribute to increased angiogenesis, aggression and
poor prognosis in these tumors.

Keywords: Canine mammary tumors; Angiogenesis; C-kit; VEGF; CD31.

Vi



indice geral

Indice geral

RESUIMO o e et e e v
N o 1] 1 o1 AR Vi
Indice de fIGUIAS ........ooomiii e X
Indice de GIAfICOS .......iiee e Xi
Indice de qUAAIOS ...........oiie i xil
SIgIas € ADIEVIATUIAS ......iviiti ittt e e e e e e Xiii
AGradeCIMENTOS ... eutit ittt e e e e XV
Capitulo 1 — INtrodUCAO «eueeueeniiniieeieiieeeeeneenrentenceecesensansossessnsonsessssnssnsansrasnssns 1
1.1, Tumores mamarios em cadela .............c.cooiiiiiiiiiiii 1

0 0 O ) T (0.0 P 2
1.2.  Proto-oncogene C-Kit ..........coiriiiiit i e 3

1.2.1. EXPressao do C-KIt .......ooiniiniini i e 5

1.2.2. TumoOres mamarios € C-Kit ...........oiiiiiiiiiii e 6
1.3. Marcadores de angiogénese tumoral ..............cooeiiiiiiiiiiiiiiii e 8

1.3.1. Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) ..............c.ooooiiiiiiinnn. 8

G 17 1 1 P 10
1.4.  Relacédo do c-kit com os marcadores de angiogénese tumoral ............................ 11
Capitulo 2 — ODJELIVOS tuuirerrirniiuiiereeniiaressersnssasesssssnsssssssssnssssssssssnssnssssnsiosss 13
Capitulo 3 — Material € MEt0doS «...coevverniiniieriererniiareesesntsasesssssnssnssssssnssnsions 14
3.1. Descricao do material utilizado € Sua Origem ...........covviiiiiiiiiiiiiieiiiieaieanans 14
3.2, MOAOS -ttt e 14

vii



indice geral

3.2.1. Avaliacdo hiStopatOlOgiCa .......o.viuiirierie e 14
3.2.2. Avaliacgdo clinicopatolégica do tumor ............cccoiiiiiiiiii 15
3.2.3. Técnica da imunohistoquimica .............coooiiiiiiiii e 16
3.2.3. 1. Procedimento .........oiuiuiniieeiet e e e 17
3.2.3.2. Métodos de quantificagcdo da imunorreatividade .................ccceeevennnnn. 19

3.2.4. Andlise EStatistiCa ..........ocvviririii e 20
Capitulo 4 — RESUITAAOS .eeuiiriieiieiiineenienieatieenienteessesssnsssssssnssnssnsossnssnssnssssnss 21
4.1. Anélise descritiva da amostra em estudo ............ooiiiiiiiiiiiii i 21
4.1.1. Variaveis clinicopatologicas ...........oovuiiriiiiiiiii i 21
4.1.2. Classificacao histologica dos tUmMOreS ...........c.ovviriiriiiiiiiiececeeeeae 21
4.2. Analise comparativa entre 0S marcadores tUMOTAIS .......covvereieereenneeeeeeeainneannann. 23
4.2.1. Imunorreatividade do C-Kit ...........ooiiiiii e 23
4.2.2. Imunorreatividade do VEGF .........cooiiiiiiiiie e 24
4.2.3. Imunorreatividade do CD31 ..ot e 25
4.3. Marcadores e variaveis clinicopatolOgicas ............coevevuiuiiiiiiiiiiiiiaieeena 25
4.3.1. Imunorreatividade do c-kit: Relagdo com variaveis clinicopatolégicas ........... 25
4.3.2. Imunorreatividade do VEGF: Relagdo com variaveis clinicopatologicas ......... 27

viii



indice geral

4.3.3. Imunorreatividade do CD31: Relagdo com variaveis clinicopatolégicas .......... 29
4.4. Relacdo entre C-Kit, CD3L e VEGF ..o 31
4.5. Associacao do C-kit com VEGF e densidade de microvasos (CD31) ...................... 32
4.6. Grupos C-kit/ angiogénese e relacdo com varidveis de agressividade tumoral ............ 33
Capitulo 5 — DISCUSSAD weuveenernnreeeeneennrenrerecensenseensonsenssansanserosssnssnsosssansonssnnss 35
Capitulo 6 — CONCIUSAD tevvenerinreneennrenreneeensenseeacensenseessansensssnsansonssansansesssansonns 41
Capitulo 7 — Estudos FULUI0S «..couiieiieiiniieiieiiiiniietiesnientsncessessnssnsessssnsonsiimssssns 42
Capitulo 8 — Referéncias Bibliograficas .......cccceeiieiiiiiiiiiniienniiiieiiecnieniieceiecnnes 43




indice de figuras

Indice de figuras

Figura 1| Imunorreatividade do c-kit em carcinoma tubulo-papilar; marcacéo

simultaneamente citoplasmatica e membranar ..o, 34
Figura 2| Imunorreatividade do c-Kit em carcinoSSarcoma ..............oeveeuenineenaneenannnn 34
Figura 3| Imunorreatividade do c-kit na glandula mamaria anexa ndo-tumoral .................... 34




Indice de gréaficos

Indice de graficos

Gréfico 1| Associacdo do C-kit/VEGF com a DMV em tumores mamarios malignos do cdo

Xi



indice de quadros

Indice de quadros

Quadro 1| Awvaliagdo do grau histologico de malignidade segundo Goldschmidt e
colaboradores, 201 ] ..o 16

Quadro 2| Soros usados, concentracdes, tempo e temperatura de incubacdo e tratamentos

efetuados para reCuUperagao antigEnICa ...........vvuinrineiriirit ettt et eeereaeeanaas 17
Quadro 3| Caracteristicas da amostra, frequéncias absolutas e percentagens ................... 22
Quadro 4| Diferenciacao dos tipos histoldgicos malignos ...............cccoeviviininiinininnn... 23
Quadro 5| Imunorreatividade para a intensidade de c-kit e extensdo de c-kit .................. 24
Quadro 6| Imunorreatividade para o VEGF ... 25
Quadro 7| Imunorreatividade para 0 CD31 ......coiiiniiiiiii e 25
Quadro 8| Associacao entre o c-kit e 0os parametros clinicopatologicos ...............cceeuene. 26

Quadro 9| Associacdo entre o indice de proliferacio do VEGF e o0s parametros
ClINICOPALOIOZICOS ...ttt ettt et et et et e e e et e e e e e e anans 27

Quadro 10| Associagdo entre 0 CD31 e os parametros clinicopatologicos ..................... 29

Quadro 11| Relacdo entre os valores médios do C-kit, CD31 e VEGF — Correlagbes de
N 0T 1 T 0 Ot 31

Grafico 12| Relacdo entre os grupos C-kit/angiogénese com as variaveis de agressividade
10100107 21 33

xii



Siglas e abreviaturas

Siglas e abreviaturas

% — Percentagem

pl — Microlitro

pHm — Micrometro

ADN — Acido desoxirribonucleico
ANOVA — Anélise de variancia

°C — Graus Celsius

c-kit — Proteina tirosina cinase Kit
CD117 — Proteina tirosina cinase Kit

cm — centimetros

CPPC — Cancro pulméao pequenas células
DAB — Tetra-hidrocloreto de 3,3’-diaminobenzidina
dm3 — decimetro cubico

DMV — Densidade de microvasos

g —grama

gg — ganglios linfaticos regionais

GD — Grau de diferenciacao

GHM — Grau histoldgico de malignidade
GN — Grau nuclear

H&E — Hematoxilina-Eosina

HIF-1-a — Fator indutor de hipdxia 1-alfa
HVUTAD - Hospital Veterinario da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro
Ig — Imunoglobulina-like

IGF-1 — Factor de crescimento insulinico do tipo |
IL-1 - Interleucina 1

IM — Indice mitdtico

KDa - KiloDalton

M — Molar

min. — minuto

mL — Mililitro

n — NUmero de amostras

OMS - Organizacdo Mundial de Salde

Xiii



Siglas e abreviaturas

P — Significancia estatistica

PBS — Tampao fosfato salino

PCNA — Antigeno nuclear de proliferacédo celular
PDGF — Fator de crescimento derivado de plaquetas
r — Coeficiente de correlagéo

®- Marca registada

RE — Recetores de estrogénio

RNAmM — Acido ribonucleico de transferéncia
RTK — Recetores de tirosina cinase

se — Erro padrao

SCF — Fator de células estaminais

SHP-1 — Tirosina-fosfatase

SPSS — Statistical Pachage for the Social Sciences
SRD — Sem raga determinada

T — Tamanho do tumor

TF — Tumores filoides de mama humana

TMC — Tumores mamarios caninos

UTAD — Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro

VEGF — Fator de crescimento vascular endotelial
W — Watts

X — Vezes

Xiv



Agradecimentos

Agradecimentos

A Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (UTAD), na pessoa do Excelentissimo
Reitor, Professor Antonio Augusto Fontainhas Fernandes, manifesto o meu agradecimento

pela possibilidade de ter realizado esta dissertacao de Mestrado.

Agradeco a Professora Doutora Felisbina Luisa Pereira Gomes Queiroga, orientadora desta
tese, por toda a ajuda, paciéncia e auxilio prestado na realizacdo deste trabalho, sobretudo, por

ter permitido realizasse esta dissertacdo de Mestrado.

De forma muito especial e particular a Mestre Maria Isabel da Silva Carvalho, coorientadora
desta dissertagcdo de mestrado, por tudo o que fez por mim, por todas as horas disponibilizadas

para me ajudar, sempre com um sorriso e uma palavra de incentivo.

Agradeco a Professora Doutora Isabel Cristina Ribeiro Pires pela ajuda prestada neste

trabalho e por se mostrar sempre disponivel.

Agradeco as Sras. Dona Ligia Lourenco e Dona Gloéria pelo apoio laboratorial e ajuda
prestada.

Agradego ao “Reino Maravilhoso”, a cidade de Vila Real, que tdo bem me acolheu e aos
meus parceiros de curso e de morada. Tudo se tornou essencial ao meu percurso académico.
Em modo particular & Bibiana e a Carolina, amigas de todas as horas de estudo e de
desabafos, sem vocés nada seria possivel; a Paula, a Sofia, & Rita e ao Zé que sempre
estiveram  disponiveis para ouvir as minhas dlvidas e me auxiliar.

A Inés, a Maria e a Diana que mostraram ser amigas para a Vida.

A todos eles: obrigada, de coragao!

Agradeco aos meus colegas de trabalho, que por tantas vezes me auxiliaram e permitiram

auséncias, dando sempre as melhores palavras de incentivo.

A toda a minha familia, em particular a minha prima Joana, ao meu querido e incomparavel
irmao, Rui e a minha tdo amada mée e ao meu pai que, acredito, deram sempre o seu melhor e

permitiram que tudo fosse possivel mesmo na presenca de tantas adversidades.

Aquele que me acompanha ha longos anos sem nunca hesitar, nem desanimar, o meu Jorge,

namorado e amigo, que Deus me permita partilhar contigo mais momentos felizes como este.

XV



Agradecimentos

Por fim, a minha estrela guia que eleva o animo e a forca sempre que falham e que sempre me

mostrou o melhor caminho e melhor exemplo.

A Deus e a todos quantos cruzaram a minha vida, de uma maneira ou de outra, foram

determinantes.

XVi



Introducéo

Capitulo 1 — Introducéo

1.1. Tumores mamarios em cadela

As neoplasias mamarias ocorrem frequentemente em cadelas (Uva and others, 2009). O
estudo destas neoplasias tem particular interesse para a propria espécie, uma vez que estas
apresentam uma grande diversidade biol6gica dificultando as opg¢des de tratamento
especialmente nos animais que manifestam doenca metastatica (Morrison, 1998; Peleteiro,
2011; Queiroga and Lopes, 2002; Queiroga and others, 2008).

A comparacdo entre os tumores mamarios da cadela (TMC) e da mulher € inevitavel, uma
vez que compartilham caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, genéticas e moleculares. A
semelhanca da espécie humana, nas cadelas € também no sexo feminino que se verificam
mais casos desta neoplasia, sendo apenas 1% dos casos referentes ao sexo masculino. Por
estes motivos, os TMC tém sido descritos como um bom modelo biolégico para o estudo dos

tumores mamarios da mulher (Porrello and others, 2006).

Os TMC apresentam elevada incidéncia (cerca de 25 a 50% dos tumores registados na
espécie canina) (Millanta and others, 2005; Sorenmo, 2003) e afetam maioritariamente
cadelas com idade mais avancada (Egenvall and others, 2005; Kurzman and Gilbertson,
1986). E a partir da meia-idade, geralmente a partir dos 6 anos, mas com mais relevancia entre
0s 10 e 0s 11 anos, que os casos sdo mais frequentes, sendo que animais com idade inferior ou
igual a 4 anos ndo apresentam incidéncia significativa (Perez Alenza and others, 2000). Sabe-
se que as glandulas mamarias mais afetadas sdo geralmente mais proximas da zona caudal do
animal (Misdorp, 2002b; Peleteiro, 2011).

Estudos afirmam que existem ragas com maior propensdo para tumores de mama
(Priester and McKay, 1980; Zatloukal J, 2005) e que a incidéncia de TMC é menor em caes
de pequeno porte (Itoh and others, 2005). Contudo, estas conclusdes foram obtidas a partir de
estudos com uma populacdo reduzida, pelo que é necessario ter em consideracdo que estes

resultados podem ser distintos de acordo com a regido geogréafica (Peleteiro, 2011).
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1.1.1. Etiologia

Conhecem-se varios fatores que se relacionam com o aparecimento de TMC, pelo que
estes sdo caracterizados como sendo tumores multifatoriais (Perez Alenza and others, 2000).
Agentes hormonais, bem como genéticos e imunitarios, revelam-se extremamente importantes

no conhecimento desta enfermidade (Todorova, 2006).

Atualmente, vérios estudos admitem que os agentes hormonais sdo um fator
preponderante  no desenvolvimento dos TMC, sendo muitos destes tumores
hormono-dependentes (Queiroga and others, 2005b; Queiroga and others, 2008). As
hormonas sexuais estdo envolvidas no grau de diferenciagdo tumoral, sendo que o maior grau
de malignidade est& correlacionado com a diminuicéo da expresséo de, por exemplo, recetores
de estrogénio (RE) (Martin de las Mulas and others, 2004). Estudos confirmam este facto em
carcinomas invasivos. E também avaliada a expressdo de recetores de progesterona, que se
manifesta inferior em neoplasias benignas e malignas da mama, quando comparada ao tecido

mamario normal (Millanta and others, 2005).

Outros estudos admitem que a producdo de estrogénio, progesterona, prolactina e
hormonas de crescimento transmitem sinais moleculares que retardam a apoptose de varias
celulas epiteliais mamarias e estdo intimamente associadas ao crescimento e desenvolvimento
da glandula maméria (Misdorp, 2002b; Rutteman, 1990). Contudo, em determinadas
circunstancias, estes complexos hormonais podem atuar de forma dispar, estando o aumento
da sua expressao relacionado com a malignidade dos TMC (Queiroga and others, 2005b).
Varios investigadores relacionam o aumento da prolactina por indugéo, a proliferacao celular
de tumores de mama em varios animais (Hankinson and others, 1999). Em TMC malignos ja
foram descritos niveis superiores de prolactina relativamente a TMC benignos e tecido
mamario normal (Queiroga and others, 2005b). Mais recentemente, foram obtidos resultados
que exprimem uma forte relacdo entre os elevados niveis de progesterona e de hormona de
crescimento que, por consequéncia, levam ao aumento do fator de crescimento insulinico do
tipo | (IGF-1) (Queiroga and others, 2008). Assim a elevada concentragcdo destes
componentes em TMC malignos, sugere a sua participacdo na carcinogénese deste tipo de

neoplasias (Queiroga and others, 2010).

Os fatores genéticos apresentam uma participagdo significativa no desenvolvimento e
progressdo desta afecdo. As mutagdes de genes estdo presentes em elevado nimero nos TMC,

nomeadamente os genes de supressao tumoral, como é exemplo o P53, que em cerca de 35%
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das neoplasias mamérias se encontra mutado (Lee and Kweon, 2002; Veldhoen and others,
1999). O gene P53 é responsavel pela codificacdo de uma proteina que, ao atuar como fator
de transcricdo nuclear, é capaz de inibir a progressdo do ciclo celular de células que possuam
erros ao longo da sua cadeia de ADN, ativar enzimas para reparacdo desses mesmos erros
genéticos e incitar a apoptose das células com danos irreversiveis (Thamm 2007). Estdo
descritos cerca de 12 genes envolvidos no processo neoplasico do tumor de mama. Regra
geral, estes onco-genes podem apresentar a sua funcdo amplificada ou sobre expressa
(Berg and Hutter, 1995; Sakorafas and Tsiotou, 2000). A sobre-expressdo de determinados
oncogenes ativa uma série de vias de sinalizacdo celulares que culminam em fatores
favorecedores da carcinogénese mamaria. As proteinas cinases, envolvidas nas vias de
sinalizacdo celulares, sdo responsaveis pela transducdo do sinal e encontram-se no dominio
intracitoplasmatico dos recetores dos fatores de crescimento. Durante a carcinogénese
mamaria hd uma ativacdo continua destas proteinas cinases, induzindo uma proliferacdo

descontrolada das células neoplasicas (Mendelsohn, 2015).

1.2. Proto-oncogene c-kit

No cancro de mama da mulher estdo identificados diversos recetores tirosina-cinase
designados por RTK, que apresentam dominios ditos fundamentais: o dominio extracelular de
ligagdo hormonal, o dominio transmembranar hidrofébico e o dominio citoplasmatico
(Suo and others, 1998). Os diferentes recetores de tirosina-cinase (RTK) dividem-se em
subfamilias, as quais diferem pelo tipo de recetores. O c-kit é um recetor tipo 111, uma vez que
0 segmento das moléculas de adesdo contém cinco dominios imunoglobulina-like (1g)
(Kierszenbaum, 2012; Mendelsohn, 2015). Também designado de CD117, este
proto-oncogene esta relacionado com a codificacdo do complexo tirosina-cinase do recetor de
crescimento do tipo 111 (Canonico and others, 2001; Gibson and Cooper, 2002). O ligando do
c-kit, atualmente denominado de fator de células estaminais ou stem cell factor (SCF),
apresenta elevada importancia na determinacdo da expressdo tumoral de diferentes
carcinomas. Acredita-se que haja um mecanismo autdcrino que desencadeia 0 crescimento
celular pela ligacdo do c-kit ao seu ligando (Bellone and others, 2001; Blume-Jensen and
others, 1998; Carson and others, 1994).

Aquando da dimerizacdo do recetor tirosina-cinase com o seu ligando SCF, da-se a
ativacdo do proto-oncogene c-kit e este é translocado para vesiculas citoplasmaticas

(Jahn and others, 2002). Apos este processo ocorre autofosforilacdo da tirosina-cinase em
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residuos especificos de tirosina. Os residuos da tirosina atuam como locais de ligacdo a
proteinas intracelulares de transducdo do sinal, que induzem ativacdo de varias vias de
sinalizacdo celular envolvidas em situacdes de resposta a fatores de crescimento. Esta
interacdo podera iniciar-se sem que haja interferéncia dos fatores de crescimento, contudo tera
que se verificar a degradacdo de uma tirosina-fosfatase (SHP-1) que é responsavel pela
sinalizagdo negativa do c-kit. Sempre que a tirosina-fosfatase, SHP-1, se conjuga com uma
tirosina do complexo justamembranar do c-kit altera a transducdo do sinal deste
proto-oncogene (Broudy and others, 1999; Smith and others, 2001). Decorrente da interacao
do c-kit com o seu ligando SCF, verifica-se um aumento de proteinas de transducdo de sinal
(Keshet and others, 1991), uma vez que este processo permite a criagdo de locais de
ancoragem para proteinas sinalizadoras (Yee and others, 1994). De salientar que ao longo
destes processos, a tirosina-cinase & constantemente reciclada (Palumbo and others, 2002;
Shibanuma and others, 2002).

A semelhanca do que acontece nos tumores de mama da mulher, nos TMC o c-kit é
referenciado como um gene no qual ocorrem mutacées. A mutacdo poderd provocar uma
ativacdo constitutiva no seu recetor, pelo que se da uma resposta por feedback negativo
(London, 2009). Estudos realizados em cancro da mama da mulher determinam que a
presenca da proteina do c-kit pode estar relacionada com o crescimento e diferenciagdo do

tecido mamario normal (Lammie and others, 1994).

A proteina do c-kit pode apresentar-se inativa na membrana citoplasmética, caso ndo
se encontre ligada ao SCF. Ja o ligando do c-kit, SCF, podera encontrar-se como uma
molécula solivel ou localizar-se na superficie das células estromais, formando dimeros
essenciais para a funcionalidade do c-kit (Zhang and others, 2000). Deste modo, quando
expressa, esta proteina torna-se essencial para o desenvolvimento de diversas células, tais
como as células estaminais  hematopoiéticas, mastocitos ou  melandcitos
(Smith and others, 2001).

A dimerizacdo do kit e a autofosforilacdo da tirosina, ddo-se ao nivel do dominio
intracelular do recetor, pela ligacdo do SCF. Assim, sdo criados locais passiveis de receber
moléculas de transducdo do sinal, chamadas de pontos de ancoragem, que por sua vez
permitem a fosforilacdo e a ligacdo ao substrato (Vivanco and Sawyers, 2002; Zhang and
others, 2000). As mutacBes oncogénicas kit de perda de fungédo, sdo geralmente associadas a
varios tumores. Num estudo realizado em 1998, demonstrou-se que a diminuicdo da

expressdo do produto do gene c-kit estd envolvido no desenvolvimento do fendtipo maligno.
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Em TMC, o nivel de transcri¢do do c-kit em tumores malignos foi menor do que em tumores
benignos. Mais estudos corroboram estes achados, admitindo que as mutacdes que resultam
da ativacdo do kit ou fosforilacdo constitutiva do ligando, poderdo estar envolvidas na
progressao de tumores menos agressivos em tumores de elevada agressividade e na
transformacéo de linhas celulares dependentes de fatores de crescimento, em linhas celulares
ndo dependentes desses fatores (Allander and others, 2001; Hirota and others, 2000; Longley
and others, 2001).

Existem varios tipos de mutacGes que podem ativar a proteina kit. No tipo pocket, estas
mutacdes podem provocar um desarranjo na sequéncia de aminoécidos do local enzimatico,
afetando por conseguinte a sua ativacao e a ansa de ativagdo na cinase do kit (Ashman, 1999;
Hirota and others, 2001; Moskaluk and others, 1999). J& no tipo regulador, as mutacdes nao
afetam o local enzimatico da sequéncia de aminoacidos, mas lesam a regulacdo da cinase,
levando a ativacdo constitutiva do kit. Deste modo a identificagdo do tipo de mutacdo podera
ser implementada na identificacdo dos TMC, j& que respondem de forma divergente aos
inibidores da cinase do kit (Ma and others, 2002).

1.2.1. Expressao do C-kit

Diversos autores dirigem 0s seus estudos para compreender como Se processa a
expressdo do c-kit. Este proto-oncogene apresenta estrutura simples e semelhante a genes
codificantes de outros recetores tirosina-cinase do tipo Il (Andre and others, 1997; Gokkel
and others, 1992; Vandenbark and others, 1992). A proteina kit codificada pelo c-kit,
apresenta trés dominios fundamentais (Ashman, 1999). Os cinco dominios da lg encontram-se
no dominio extracelular desta proteina monomérica, onde esta presente o local de ancoragem
com o ligando SCF. Atualmente confere-se aos dominios extracelulares da lg diversas
funcbes como ligacédo e dimerizacgdo do recetor SCF e degradacéo proteica do kit (Broudy and
others, 2001). Esta proteina apresenta também um dominio transmembranar e um dominio
intracelular constituido por uma cinase intracelular, na qual se encontra o local de ativacdo
(pocket enzimatico), e por uma hélice inibitoria justamembranar que inibe a atividade do kit
(Broudy and others, 2001).

Estudos em melanomas e carcinomas humanos revelam que a metastizacdo esta
relacionada com a perda de funcdo do c-kit (Huang and others, 1998). Os niveis da proteina
do c-kit sdo regulados por outras citoquinas de forma especifica para cada tipo celular. Por

exemplo, em células endoteliais, a interleucina 1 (IL-1) desencadeia, uma diminuicdo do
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RNAmM do c-kit. Assim, o aumento do SCF, realca a importancia da relagdo do c-kit com o
seu ligando na inflamacdo da parede vascular (Dubois and others, 1994).

A propria sintese e degradacdo da proteina do c-kit esta envolvida no processo que
regula a expressdo do c-kit. A quebra das ligacbes peptidicas do recetor do c-kit leva a
ativacdo do mesmo e consequentemente a libertacdo do dominio extracelular sollvel
(Vandenbark and others, 1996).

E importante referir a existéncia de compostos inibidores da expressdo do c-kit. Estes
compostos de inibicdo da tirosina-cinase sdo denominados de anti-neoplasicos de primeira
linha, j& que estdo envolvidos na anulagdo das atividades bioquimicas resultantes de mutacdes
com ganho de funcdo (Reddy and Kaelin, 2002).

No tratamento de cancro de mama da mulher, ja se utilizam farmacos que inibem
seletivamente a tirosina-cinase (Hochhaus and others, 2001). Contudo, apesar de se conhecer
o0 efeito da perda de expressdo do c-kit, sdo ainda desenvolvidos estudos com o objetivo de
perceber a consequéncia de mutacdes com ganho de funcdo nos tumores de mama
(Hines and others, 1999).

1.1.2. Tumores mamarios e c-kit

O recetor c-kit foi j& estudado em tumores de mama da mulher. Um estudo realizado
em 2012 obteve resultados que indicam que a menor imunorreatividade do c-kit podera estar
associada a carcinomas de mama invasivos e a caracteristicas mais agressivas do tumor, como
maiores dimensdes, elevado grau histologico de malignidade e maior capacidade de
metastizacdo. Foi ainda quantificada a presenga de recetores hormonais, em que menores
quantidades de recetores de estrogénio e de progesterona foram verificadas em casos de

menor imunorreatividade do recetor c-kit (Amin and others, 2012).

Estudos realizados em tumores filoides de mama humana (TF), demonstraram sobre-
expressdo do PDGF, que por ser um recetor tirosina cinase tipo 11, podera ter comportamento
equiparavel ao c-kit. Este estimula a diferenciacdo dos fibroblastos nos TF, atuando como
agente mitogénico para células mesenquimatosas (Shao and others, 2000).
Por este motivo, segundo Shao e seus colaboradores, o0 PDGF despoleta a hiperplasia do

tecido fibroso nas neoplasias da mama.

As mutagOes ocorridas no proto-oncogene c-kit sdo frequentemente associadas ao
desenvolvimento de tumores ndo s6 na espécie humana, como também em cdes. Estudos em

mastocitomas caninos admitem que esta neoplasia cutanea é resultante de uma duplicacédo
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interna nos exdes 11 e 12 que codificam o c-kit em cerca de 30 a 50% dos animais afetados. A
mutacdo, como referido anteriormente, promove uma resposta por feedback negativo, sendo
que a ativacdo do recetor poderad ocorrer com auséncia do ligando do c-kit (London, 2009).
Este fendbmeno foi associado a proliferacdo neoplasica descontrolada e ao grau de

malignidade dos tumores (Strefezzi Rde and others, 2009).

Mais estudos, também em mastocitomas, salientam uma possivel relacdo entre as
mutacOes descritas em c-kit e a agressividade do tumor. Os resultados mostram que 0s
tumores bem diferenciados apresentam menor nimero de mutagdes, contrariamente ao que se
verifica em tumores com grau de diferenciagdo menor (London, 2009; Welle and others,
2008). A partir de dados como estes, alguns autores distinguem o0s tipos tumorais em
mastocitomas. Esta avaliacdo baseia-se na observacdo da expressdo do c-kit na membrana
celular e no limite do nucleo, sendo esta Gltima descrita na maioria dos casos (Kiupel and
others, 2004).

Num estudo mais recente, em que foi analisada a expressao do c-kit em 39 tumores
melanociticos cutaneos do cdo, a importancia deste proto-oncogene € também salientada.
Segundo os resultados, os tumores malignos apresentam marcacdo reduzida ou inexistente do
c-kit comparativamente aos tumores benignos. E, mais uma vez, narram a possibilidade do
recetor c-kit ser uma forte indicacdo clinica da agressividade do tumor (Gomes and others,
2012).

Devido as suas potenciais caracteristicas diagnosticas, os estudos com c-kit tém vindo
a aumentar. Um recente estudo em tumores de mama da cadela, analisou a expressdo do c-kit
em tumores benignos e malignos, contudo as conclusdes ndo estdo em concordancia com os
demais estudos em neoplasias humanas e caninas. Segundo o0s seus resultados, ha diminuigdo
na expressao do c-kit em tumores benignos, quando comparados com tecido mamario normal

e ndo relatam diminui¢do na sua expressao em tumores malignos (Brunetti and others, 2014).

Apesar desta recente publicacdo, o assunto ndo esta bem esclarecido, pelo que sdo
necessarios estudos adicionais que permitam clarificar a agdo do c-kit sobre tumores de mama
da cadela, uma vez que este podera suscitar outras possibilidades em termos de alvos

terapéuticos.
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1.2. Marcadores de angiogénese tumoral

A angiogénese tumoral é estudada ha varios anos como base do desenvolvimento
tumoral. Inclui uma diversidade de fatores proangiogéenicos e antiangiogénicos endogenos,
sendo por isso considerado um sistema de elevada regulacdo. O crescimento dos tumores
apenas é possivel por uma simbiose entre a formacao de novos vasos sanguineos ja existentes
e um aumento vascular (Folkman, 1995; Mutsaers, 2009).

Neste processo de angiogénese tumoral, a formacdo de novos capilares a partir de
vasos sanguineos pre-existentes, da-se dentro e fora do tumor permitindo o seu
desenvolvimento metastatico. O desenvolvimento de metastases desencadeia uma cascata de
expressdo de fatores angiogénicos preponderantes na atividade tumoral (Chiarugi and others,
2002).

A capacidade de um tumor evoluir no grau de malignidade é ja relacionada com a sua
atividade angiogénica (Kerkela and Saarialho-Kere, 2003). Por este motivo sdo avaliados
fatores angiogénicos, como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e a densidade

de microvasos (DMV) para progndstico de diversos tumores (Foote and others, 2005).

1.3.1. Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)

A glicoproteina VEGF, esta intimamente relacionada com a angiogénese, proliferacdo
e transferéncia de células vasculares endoteliais, surgindo frequentemente em processos como
a diferenciacdo e crescimento destas células e do endotélio vascular (Brustmann, 2004). Esta
também envolvida em processos de permeabilidade microvascular transportando proteinas do
plasma o que impede situagbes de hipoxia e isquemia (Semenza, 2007; Tjwa and others,
2003).

Existem diferentes mecanismos capazes de regular a atividade do VEGF. O principal
fator de desencadeamento da angiogénese € a hipoxia que pela auséncia de oxigénio faz
despoletar sensores de células endoteliais que por sua vez interagem com fatores induzidos e
sensiveis a hipoxia. Os fatores de crescimento celular, as hormonas e as vitaminas também
estdo estreitamente relacionados com a atividade do VEGF (Tjwa and others, 2003).

O VEGF incita nas células endoteliais, a imunoexpressdo de proteinas como a
survivina, que se distinguem por serem anti-apoptéticas, tornando esta glicoproteina um

importante fator de sobrevivéncia (Puxeddu and others, 2005).
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A proliferagdo induzida pelo VEGF desencadeia metastizacdo pelo aparecimento de
capilares e desenvolvimento de células neoplasicas. Os novos capilares sanguineos formados
apresentam membranas basais que facilitam a comunicagdo com as celulas tumorais (Restucci
and others, 2002).

Em medicina humana, o VEGF é um importante fator angiogénico, produzido por
tumores como o da mama, estando a sua expressdo associada a densidade dos microvasos. E
também relatada a sua producdo em elevadas propor¢des noutros tumores solidos como
pulméo, colon e estbmago (Dai and others, 2005). Estudos em humanos, nomeadamente em
carcinomas ovaricos, apresentaram correlac@es positivas entre a imunomarcagdo do VEGF e o
ndo aparecimento de tumor (Garzetti and others, 1999).

Foi ja descrita a sua atividade prdé-angiogénica em células osteoblasticas
(Clarkin and others, 2008) em tumores 6sseos. E responsavel por ativar a remodelagdo dssea,
fazendo a ponte entre a angiogénese e a formacdo de 0sso novo através de células
osteocompetentes (osteogénese) (Clarkin and others, 2008; Kanczler and Oreffo, 2008;
Stessels and others, 2004).

Existe correlagdo molecular e funcional do VEGF em tumores humanos e em
neoplasmas caninos (Scheidegger and others, 1999). Estudos realizados em TMC, revelam
gue a sua expressdo é aumentada em tumores malignos comparativamente a tumores benignos
ou com menor grau de malignidade (Rebuzzi and others, 2007).

Enunciando estes resultados, Rebuzzi et al. (2007) verificou que em mastocitoma
canino, 0 VEGF era expresso em grande parte dos mastdcitos de tumores de grau Il e 111, ao
passo que em tumores de grau I, a imunomarcacao era mais limitada e em reduzido nimero de
células (Rebuzzi and others, 2007).

Neste estudo em TMC, € pretendido verificar a relacdo do VEGF com as variaveis
clinicopatoldgicas sugestivas de mau prognostico, bem como averiguar uma possivel

correlacdo deste marcador de angiogénese com o c-kit.
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1.3.2. CD31

O CD31 é um antigénio utilizado na marcacdo de células endoteliais caninas, por se
tratar de uma glicoproteina com cerca de 100 kDa, confere adesdo entre células endoteliais e
plaquetas. A imunoexpressdo do CD31 foi ja relatada por Ferrer e seus colaboradores, tendo
sido salientada a sua acao permanente em qualquer célula endotelial canina (Ferrer and others,
1995).

As células endoteliais exprimem o CD31, deste modo, os anticorpos contra este
marcador sdo utilizados como método de identificacdo da origem vascular das neoplasias
humanas. Em determinado estudo o CD31 demonstrou-se especifico e sensivel para as células
endoteliais vasculares (De Young and others, 1998).

A densidade de microvasos € tida em conta na determinagdo do tumor de mama da
mulher (van Dijke and others, 1996) e mede a intensidade da angiogénese (Cassali and others,
2011). Que seja do nosso conhecimento, em humanos sdo mais os estudos que afirmam uma
relacdo positiva entre a densidade de microvasos, metastizacdo e prognéstico do tumor
mamario do que o inverso (Guidi and others, 2000; Weidner and others, 1991).

Em animais, a DMV esta relacionada com diversos estudos, nomeadamente o tumor
de mama da cadela e melanomas caninos (Molteni and others, 2007). Em estudos com
mastocitomas caninos, a DMV foi usada como prognoéstico, determinada pela presenca do
antigénio CD31 e relacionado com o fator VIII. Os resultados obtidos revelam a elevada
importancia deste método de progndstico (Restucci and others, 2002). Também em
mastocitomas de grau Il a DMV foi superior a registada em tumores de grau Il e grau |
(Ranieri and others, 2003), o que podera revelar uma possivel intervencdo em métodos de
diagndstico.

A sua acdo é ainda controversa, pelo que sdo necessarios mais estudos que permitam
estabelecer possiveis relacbes com as variaveis de agressividade tumoral. Em determinados
estudos esta associada a um diagnéstico mais eficaz, noutros € identificada como promotor de
uma maior agressividade e desenvolvimento tumoral (Mareel and Leroy, 2003). Neste
trabalho é pretendido definir o envolvimento do CD31 nos TMC, correlacionando-o com o c-

kit e com parametros clinicopatologicos.
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1.4. Relacéo do c-kit com os marcadores de angiogénese tumoral

A desregulacdo do c-kit ao instigar a ativacdo de diversas vias de sinalizacdo pode
resultar em inflamac®es cronicas que, a posteriori, poderdo resultar em diversas doencas, entre
elas o cancro de mama (Liang and others, 2013; Oriss and others, 2014; Ray and others,
2010).

Diversos autores divergem relativamente a imunoexpressdo do c-kit em tumores
mamario. Em determinados estudos a sobre-expressdo é relacionada com a angiogénese e
desenvolvimento tumoral, ao passo que, outros propdem que é a perda de expressdo do c-kit
que estd associado a este desenvolvimento tumoral (Chui and others, 1996; Tsutsui and
others, 2006a).

A expressdo do c-kit tem sido relatada tanto em estudos com epitélio de mama normal,
como em células neoplésicas, contudo os resultados obtidos séo controversos, pelo que ha
necessidade de efetuar estudos adicionais acerca do papel deste marcador molecular na
carcinogénese mamaria da cadela. Assim torna-se relevante utilizar series mais alargadas de
tumores, bem como relacionar o c-kit com outros marcadores tumorais descritos como
importantes em diversos tumores (Tsuura and others, 1994).

Muitos sdo os investigadores que partilham as mesmas conclusfes no que respeita a
disseminacdo hematogénica de células tumorais estar relacionada com a densidade de
microvasos (DMV). Isto revela que uma maior formacdo de microvasos a partir de vasos
sanguineos pré-existentes estd associada a metastizacdo e crescimento do tumor e mau
progndstico, nomeadamente, o tumor de mama da mulher (Baeriswyl and Christofori, 2009;
Uzzan and others, 2004).

Num estudo em tumor de mama da mulher (Amin and others, 2012), comparou-se a
imunorreatividade do c-kit com a densidade dos microvasos. Contudo os resultados ndo vao
ao encontro do relatado por Pelosi e seus colaboradores (Pelosi and others, 2004), que
verificaram que a imunorreatividade do c-kit era mais prevalente em carcinomas com maior
DMV. No primeiro, (Amin and others, 2012), observou-se imunorreatividade do c-kit no
carcinoma de mama invasivo em 28,6% dos casos, seria de esperar que a densidade dos
microvasos fosse aumentada nesta amostra, o que nédo se verificou.

Atendendo a estes factos, o c-kit associado a marcadores de angiogénese tumoral podera
constituir um bom indicador de prognéstico para o tumor de mama, uma vez que o grau de
malignidade é geralmente associado ao tamanho do tumor e presenca de metastases a
distancia (Frederick L, 2002).
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Capitulo 2 — Objetivos

Com a realizagdo desta dissertacdo pretende-se:

e Estudar a expresséo do c-kit, CD31 e VEGF em tumores da mama da cadela através de
estudos de imunohistoquimica.

e Analisar a relagdo da imunoexpressdo destes marcadores com varios parametros
clinicopatoldgicos.

o Estabelecer uma correlagéo entre os diferentes marcadores.
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Capitulo 3 — Material e Métodos

3.1. Descrigado do material utilizado e sua origem

O presente estudo abrangeu 81 casos clinicos de neoplasias malignas da mama da
cadela. As amostras foram recolhidas por excisdo cirargica de cadelas de diversas racas e

idades, sendo o material proveniente de dois hospitais veterinarios da cidade do Porto.

3.2. Meétodos

3.2.1. Avaliacéo histopatoldgica

Através da analise dos tumores, registou-se o nimero de nddulos, conservando-se as
amostras pelo método de fixacdo por imersdo em formol tamponado a 10%. Cada peca foi
contida em parafina sintética Shandon®, de acordo com a metodologia convencional. Os
cortes dos blocos realizaram-se num micrétomo automatico Leica® RM 2255, com 3um de
espessura para cada tumor. Estes foram colocados em laminas de vidro e levados a estufa a
37°C para secagem. Seguidamente procedeu-se a desparafinacdo em xilol e hidratacdo em
série decrescente de &lcoois. Por ultimo recorreu-se a coloracdo habitual de Hematoxilina-

Eosina (H&E) para posterior diagnéstico histopatoldgico.

A classificacao histologica dos tumores foi estabelecida pela observagdo sistematica
das laminas, de acordo com os métodos estabelecidos pela OMS (OMS) para tumores
mamarios caninos (Misdorp and others, 1999). A classificacdo tumoral foi realizada tendo em
conta as suas caracteristicas histoldgicas mais relevantes e, em situacdes em que 0 mesmo
animal apresentava mais do que um tumor maligno, admitiu-se o tumor que apresentasse
caracteristicas histolégicas de malignidade superior (elevado indice mitético, elevado grau

nuclear e elevado grau histoldgico de malignidade).

As preparacdes foram observadas por um microscopio Elipse E600 associado a uma
camara digital DXM 1200, Nikon®, do mesmo fabricante. As imagens de cada preparacao

foram obtidas por um programa informatico caracteristico para a atividade, Nikon ACT-1.
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3.2.2. Avaliacéo clinicopatoldgica do tumor

Neste trabalho, foram estudadas varidveis clinicopatol6gicas como: raca do animal,
idade no momento da exciséo cirurgica do tumor, tamanho do tumor, presencga ou auséncia de
ulceracdo cutanea, tipo histolégico, presenca ou auséncia de necrose, indice mitotico, grau
nuclear, grau de diferenciacdo, grau histologico de malignidade, envolvimento dos ganglios

linfaticos regionais e presenca de émbolos neoplasicos intravasculares.

Na andlise do tamanho do tumor, admitiu-se T como sendo o didmetro maximo do
tumor principal, os tumores foram distribuidos em T; — tumores inferiores a 3 cm;
T, — tumores entre 3-5 cm e T3 — tumores superiores a 5 cm. Relativamente a invasao dos
ganglios linfaticos regionais (gg), para a presenca de metastases ganglionares considerou-se

N. e Ng para ganglios livres de metastases.

Para a andlise do grau nuclear (GN), isto é, o pleomorfismo nuclear, admitiu-se GN |
sempre gue 0s nucleos observados apresentavam reduzidas alteragdes no tamanho e forma,
relativamente a glandula mamaria normal, nucléolos ocasionais e ligeiro pleomorfismo e
coloracdo, GN Il sempre que estas alteracbes eram moderadas, com presenca de nucléolos
proeminentes, pleomorfismo nuclear e nucleos hipercrométicos e GN 111, quando os nucleos
se apresentavam com forma irregular, de tamanho elevado e nucléolos frequentemente

proeminentes.

Relativamente ao grau de diferenciacdo, nomeadamente a formacdo tubular,
estabeleceram-se 0s seguintes critérios. GD | quando a formacdo de tubulos era superior a
75% da preparacdo e bem diferenciados, GD Il sempre que a formacdo apresentava
parametros moderados entre 10 e 75% da preparacdo, com locais de crescimento tumoral
sélido, por fim, GD Il no caso da formac&o tubular se encontrar nula ou mesmo inexistente,

inferior a 10% da preparacao.

Em relacdo ao indice mitdtico (IM), (Quadro 1), este foi calculado, de acordo com
Goldschmidt (Goldschmidt and others, 2011) pela contagem das mitoses existentes em 10
campos, com ampliacdo de 400x. Admitiu-se IM | no caso do nimero de mitoses se localizar
entre 0 e 9, IM Il sempre que o nimero de mitoses estava incluido entre 10 e 19 e IM 1l

sempre que o numero de mitoses era superior a 20.
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O grau histologico de malignidade (GHM) foi determinado em concordancia com o
proposto por Goldschmidt (Goldschmidt and others, 2011) (Quadro 1), obtendo-se pela soma
dos seguintes parametros: formacao tubular (grau de diferenciacao), pleomorfismo nuclear
(grau nuclear) e indice mitético. Deste modo, foi admitido GHM | quando o total do score se
encontrava entre 3 e 5, GHM Il quando o total do score se situava entre 6 e 7 e GHM llI

guando o total do score se compreendia entre 8 e 9.

Quadro 1| Avaliagao do grau histologico de malignidade segundo Goldschmidt e colaboradores, 2011.

Parémetros considerados na determinac¢do do GHM Score
Formacéo tubular
Boa formac&o tubular 1
Moderada formac&o tubular 2
Baixa formacédo tubular 3
Pleomorfismo nuclear
Baixo (células uniformes e regulares) 1
Moderado (aumento no tamanho e variabilidade celular) 2
Elevado (marcada variagao) 3
Contagem mitética
0-9 1
10-19 2
Maior que 20 3
Total do score Grau de malignidade
35 |
6-7 I
8-9 11

3.2.3. Técnica da imunohistoquimica

A metodologia utilizada para a avaliacdo imunohistoquimica foi a convencional para
este tipo de técnicas. Foram realizados cortes seriados de cada tumor, com 3 um de espessura
e colocados em laminas antecipadamente revestidas com uma solucdo de Silane
(3-Aminopropyltriethoxysilane, Sigma®). Para avaliar a expressdo proteica utilizou-se o
método indireto da estreptavidina-biotina-peroxidase, usando como cromogéneo a solucao de
DAB.
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Para otimizar os resultados foram realizados estudos prévios a técnica utilizada e s
depois colocado o anticorpo primario em todas as amostras (Quadro 2). Com este tipo de
analise foi inevitavel a otimizacdo da metodologia, nomeadamente no que respeita a
necessidade de prote6lise (para libertar epitopes mascarados pela fixacdo em formol).

Todos os soros utilizados foram diluidos em PBS (pH 7,4) e as incubagdes foram

. R .. . . . ®
realizadas em cdmara humida horizontal, Bio Optica .

Quadro 2| Soros usados, concentracdes, tempo e temperatura de incubacéo e tratamentos efetuados para
recuperacdo antigénica.

Recuperagéo antigénica
Anticorpo Clone/ Origem Diluicéo Incubacéo Tratamento
proteolitico em Tratamento térmico
meio acido com (Microondas 750 W)
tripsina (Merck®)
3 ciclos de 5 min. em
: tampdéo citrato
. Policlonal .
C-kit - 1:100 ngi‘t’gagtj% 10 min. a 37°C (0.01M, pH 7,4),
axo ! intervalados de 1min.
e 30 seg.
3 ciclos de 5min. em
Clone JC70A .
CD31 Dako® 1:20 ncliijeragtz ‘?C Néo efetuado tampéo citrato
: (0,01 M, pH 7,4)
Clone JH121, Durante a 2 ciclos de 5 min. em
VEGF Thermo 1:100 noite. a4 °C Néo efetuado tampéo citrato
Scientific® ' (0,01 M, pH 7,4)

3.2.3.1. Procedimento

A metodologia utilizada na técnica imunohistoquimica recorreu a um kit da

Labvision®, designado de Sistema de detec&o Ultravision de volume Anti-Polivalente, HRP.

Posteriormente a desparafinagdo em xilol (15min.) e & hidratacdo da sec¢éo do tecido

numa série decrescente de alcoois (mantendo-se as laminas cerca de 3 minutos em cada
alcool), sujeitaram-se as preparacbes a um pré-tratamento de recuperacdo antigénica
(Quadro 2). Depois do tratamento para recuperacdo antigénica, os cortes foram mantidos a

temperatura ambiente, durante cerca de 30 minutos, para arrefecimento.
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Para inibicdo das peroxidases endogenas utilizou-se peréxido de hidrogénio a 3% em
agua destilada, ao longo de 30 minutos. Apds o procedimento, os cortes foram secos,
identificados com caneta hidrofobica e dispostos no suporte. Realizaram-se quatro lavagens
consecutivas com tampdo fosfato salino (PBS), de modo a extrair todo o peroxido de
hidrogenio em demasia. A incubac&o foi realizada com o Blogueador Ultra V, por um periodo
de 5 minutos, para bloguear a coloracdo de fundo néo especifica. De acordo com os métodos
estabelecidos, esta incubacdo ndo deve exceder os 10 minutos sob pena de a coloracdo

pretendida se tornar reduzida.

Apos a incubacdo com blogueador, recorreu-se & incubagdo com anticorpos primarios
(anticorpos especificos), respeitando os valores de temperatura, tempo e diluicdes
determinadas para cada anticorpo (Quadro 2). Seguidamente foi retirado o anticorpo primario
com uma série de quatro lavagens com tampdo PBS e os cortes foram incubados por 10
minutos com o Anti-Polivalente de Cabra Biotinilado (anticorpo secundario). Repetiu-se a
lavagem com tampdo PBS e, seguidamente, as laminas foram incubadas com a Streptavidina
Peroxidase durante 10 minutos. A revelacdo das laminas foi efetuada depois de nova lavagem
com tampdo PBS e executada pela incubagdo das laminas durante 10 minutos em solucéo
aquosa de tetra-hidrocloreto de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) Novo Castra® na concentracio
de 1g/dm? na qual se adicionou 2 pl de peréxido de hidrogénio (a 30%) por cada mililitro
(mL) de solucdo. Posteriormente, as laminas foram lavadas em &gua corrente e em &gua
destilada, sendo o contraste nuclear obtido por coloragdo com Hematoxilina de Gill, durante 1
minuto, seguido de uma lavagem em &gua corrente morna, durante cerca de 10 minutos. Por
fim, realizou-se a desidratacdo (as laminas sdo colocadas aproximadamente 3 minutos em
cada alcool), a diafanizacdo (colocagdo das laminas em xilol) e a montagem das Iaminas com
Entellan (Merck®).

Este método imunohistoquimico utiliza controlos positivos especificos para as
proteinas em estudo. Como controlo positivo usaram-se se¢des de mastocitomas cutaneos de
grau Il com positividade conhecida para o c-kit, Angiossarcoma de céo para o0 CD31 e se¢do
de figado para o VEGF. Como controlo negativo, o anticorpo primario foi substituido por
PBS.
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3.2.3.2. Métodos de quantificacdo da imunorreatividade

A imunorreatividade do c-kit foi avaliada de acordo com parametros ja descritos em
tumores cutaneos melanociticos do cdo (Gomes and others, 2012) e TMC (Williams and
others, 1990) por determinacdo da percentagem das células marcadas positivamente e pela
intensidade de marcacdo. A percentagem de células positivamente marcadas (extensdo) foi
definida como: negativo (0%), focal (1 — 19%), intermédia (20-49%), ou difusa (50%).

A intensidade de marcacédo foi definida como: negativa (-), fraca (+), moderada (++)
ou forte (+++). Posteriormente, as duas pontuacdes foram combinadas (soma) e obteve-se um
score final. Foi considerada baixa imunorreatividade para valores de score final iguais ou
inferiores a 4 e alta imunorreatividade para valores de score final entre 5 e 6. O local de
marcacao foi determinado como citoplasmética, membranar ou ambos.

A avaliacdo da densidade de microvasos (DMV) pelo CD31 baseou-se num método
aplicado num estudo de angiogénese nos TMC (Carvalho and others, 2011). Com ampliacdo
de baixa poténcia (40 x), foram identificados duas &reas de maior intensidade de marcacé&o.
Posteriormente, com uma ampliacdo de 200x os microvasos foram contados. Utilizaram-se
trés campos diferentes de contagem em cada uma das areas selecionadas (Schor and others,
1998). O somatorio do nimero de microvasos (DMV) foi posteriormente calculado.

Para a marcacdo do VEGF foi utilizado um método previamente aplicado em estudos
em TMC (Carvalho and others, 2011). Este método categoriza a marcagdo em: ‘0’ (sem
marcagdo de células tumorais); ‘+/-> (<10% da area do tumor marcada positivamente); ‘+’
(10-25% de marcag@o), ‘++’ (>25-50% de marcagdo) ou ‘+++’ (>51% de marcacdo). Quando
mais de 10% das células tumorais apresentava marcacao positiva para o VEGF, a secdo do
tumor era considerada positiva na expressao de VEGF.
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3.2.4. Andlise Estatistica

O programa utilizado para andlise estatistica foi o SPSS (Statistical Pachage for the
Social Sciences, Chicago, IL, EUA), versao 19.0.

Todos os resultados foram apresentados em frequéncias absolutas e relativas e, para as
variaveis quantitativas foi realizada a estatistica descritiva com o calculo da média, desvio
padrdo, erro padrdo, maximo e minimo.

Para relacionar as variaveis quantitativas aplicaram-se os testes de ANOVA (Analise
de variancia), o teste de Tukey para comparacdo multipla de médias foi aplicado nos casos em
gue 0 Seu uso se mostrou apropriado. Para relacionar as variaveis categoricas aplicaram-se 0s
testes de Qui-quadrado. Foi ainda realizado Testes de correlagdo de Person de modo a
comparar os valores dos marcadores em estudo.

Foram consideradas estatisticamente significativas, todas as associacfes com valores
de P<0,05.
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Capitulo 4 — Resultados

4.1. Analise descritiva da amostra em estudo

4.1.1. Variaveis clinicopatologicas

Para se perceberem especificidades referentes a progressao e biologia do tumor de
mama da cadela, determinaram-se diversas caracteristicas dos animais e das amostras
tumorais. No quadro 3, estdo descritas as frequéncias absolutas e relativas alusivas a essas
determinadas caracteristicas.

Sendo toda a amostra referente a tumores malignos, as variaveis analisadas foram: o
grau nuclear, o grau de diferenciacdo, o indice mitético, o grau histolégico de malignidade, o
envolvimento dos ganglios linfaticos regionais e a presenca de émbolos neoplasicos

intravasculares.
4.1.2. Classificagéo histologica dos tumores

Como referido, a amostra em estudo apenas inclui neoplasias malignas da mama da
cadela, estando presentes diversos tipos tumorais, num total de 81 tumores (n=81). O grupo
tumoral mais frequente foi o Carcinoma tubulo-papilar (46,9%), seguido do Carcinoma
complexo e Carcinosarcoma, ambos presentes em 17,3%. A restante percentagem distribui-se

por Carcinoma anaplasico (3,7%), Carcinoma sélido (9,9%) e Tumor misto maligno (4,9%).
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Quadro 3| Caracteristicas da amostra, frequéncias absolutas e percentagens.

Variaveis n %
Idade (n=58)
<10 anos 29 | 50,0
> 10 anos 29 | 50,0
Raca (n=81)
SRD 51 | 62,9
Caniche 5 6,2
Lavrador 3 3,7
Pinscher 3 3,7
Cocker 2 2,5
Epagneul 2 2,5
Boxer 1 1,2
Cio d’agua 1 1,2
Dalmata 1 1,2
Domerman 1 1,2
Gold Retriever 1 1,2
Husky 1 1,2
Lhasa Apso 1 1,2
Pastor Aleméo 1 1,2
Pekinois 1 1,2
Podengo 1 1,2
Poodle 1 1,2
Scottish terrier 1 1,2
Sharpei 1 1,2
Terra Nova 1 1,2
Yorkshire 1 1,2
Tamanho (n=79)
T;—<3cm 29 | 36,7
T, —3-5cm 23 | 29,1
Tz —>5cm 27 | 34,2
Ulceragdo (n=81)
Ausente 57 | 70,4
Presente 24 | 29,6
Necrose (n=80)
Ausente 34 | 425
Presente 46 | 575
indice mitético (IM) (n=81)
I (<10) 23 | 28,4
11 (10-20) 29 | 35,8
1l (>20) 29 | 35,8
Grau nuclear (GN) (n=81)
| 2 2,5
I 30 | 37,0
I 49 | 60,5
Grau diferenciagdo (GD) (n=81)
| 10 | 12,3
I 25 | 30,9
I 46 | 56,8
Grau histoldgico de malignidade (GHM) (n=81)
:, 21 | 259
" 20 24,7
40 | 49,4

Resultados

21



Resultados

Embolos vasculares (n=81)

Ausente 56 69,1
Presente 25 30,9
Invaséo dos gl. linfaticos (n=81)

Ausente 50 61,7
Presente 31 38,3

n — ndmero de amostras; % — percentagem

Quadro 4| Diferenciagdo dos tipos histologicos malignos.

Diagnéstico histoldgico Namero de amostras
Carcinoma anaplésico 3
Carcinoma complexo 18

Carcinoma sélido 8
Carcinoma tubulo-papilar 38
Carcinossarcoma 14

Total da amostra 81

4.2. Analise comparativa entre os marcadores tumorais

4.2.1. Imunorreatividade do c-kit

A imunoexpressdo do c-kit foi visualizada em 67 casos (82,7%), nos restantes 14
casos ndo foi conseguida uma marcacdo consistente. A imunomarcacdo mostrou-se
principalmente citoplasmatica (92,6%, n=75), com determinados casos em que a expressao
era simultaneamente citoplasméatica e membranar (7,4%, n=6) (Figura 1). Na é&rea
intratumoral as células marcadas eram preferencialmente epiteliais, contudo, foi também
observada imunorreatividade em células mioepiteliais malignas em
carcinossarcoma (Figura 2). Na glandula mamaria anexa ndo-tumoral observou-se expressao
de c-kit no epitélio mamario alveolar e ductal em propor¢des menores comparativamente a

registada no tumor (Figura 3).
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Figura 1| Imunorreatividade do c-kit em carcinoma tubulo-
papilar; marcacdo simultaneamente citoplasmética e
membranar; bar = 50 um. (Estaldao=50 pm).

P 5" Yo o R
iskb""h’ ng 5 i

Figura 2| Imunorreatividade do
carcinossarcoma; (Estaldo=50 pm).

Figura 3| Imunorreatividade do c-kit na glandula
mamaria anexa nao-tumoral; (Estaldo=100 pm).
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Na avaliacdo da extensdo, apenas 2 casos apresentaram extensdo negativa (3,0%, n=2). A
maioria dos tumores apresentava extensdo difusa (64,2%, n=43), alguns tumores com
extensdo intermédia (26,8%, n=18), enquanto os tumores com extensdo focal foram mais
raros (6,0%, n=4). Para a intensidade, houve uma distribuicéo relativamente homogénea entre
duas categorias: forte (+++) (46,3%, n=31) e moderada (++) (37,3%, n=25), enquanto que 0s
tumores com fraca intensidade (13,4%, n = 9) foram menos frequentes e com intensidade “0”

foram registados 2 casos (3,0%, n=2) (Quadro 5).

Quadro 5| Imunorreatividade para a intensidade de C-Kkit e extensdo de C-kit.

n Média %

0 2 3,0

+ 9 134

C-kit intensidade ++ 25 373
+++ 31 46,3

Negativa 2 3,0

C-kit Focal 4 6,0
extensio Intermédia 18 26,8
Difusa 43 64,2

1 44 65,7

C-kit score

2 23 34,3

n— nGmero de amostras; % — percentagem

4.2.2. Imunorreatividade do VEGF

A avaliacdo da imunorreatividade do VEGF foi possivel em 75 casos, dos quais, 18
casos (24,0%) apresentaram imunorreatividade baixa, ao passo que 57 casos (76,0%)

apresentaram elevada imunorreatividade.

A imunoexpressao do VEGF identificada no nosso trabalho seguiu os padrées normais
referenciados em outros trabalhos (Queiroga and others, 2005a) e encontra-se expressa
detalhadamente no quadro 6. Observou-se imunoexpressdo do VEGF frequentemente no
citoplasma das células tumorais com padrdo granulado, sendo mais intensa em células

epiteliais neoplésicas de revestimento dos dutos ou formagdes tubulopapilares.
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Ocasionalmente as células do estroma manifestaram positividade fraca, mas sempre menos

intensa que a positividade das células epiteliais neoplasicas.

Quadro 6| Imunorreatividade para o VEGF.

n Média %
Baixo 18 24,0
VEGF score
Alto 57 76,0

n — ndmero de amostras; % — percentagem

4.2.3. Imunorreatividade do CD31

A imunoexpressdo do CD31 apenas se observou em 77 casos, nomeadamente em
células endoteliais como um ligeiro contorno castanho dos microvasos e, ocasionalmente,
marcacdo nos macrofagos. Apresentou-se com padrbes iguais de imunomarcacao
referenciados em outros estudos (Queiroga and others, 2005a). O nimero médio (xse) de
CD31 foi 39.12 (+20,7), minimo 8 e méximo 106, como mostra o quadro 7.

Quadro 7| Imunorreatividade para o CD31.

n Meédia se Minimo Maximo

CDh31 7 39,12 2,363 8 106

n — namero de amostras; se — erro padrao

4.3. Marcadores e variaveis clinicopatoldgicas

4.3.1. Imunorreatividade do c-kit: Relacdo com variaveis clinicopatolégicas

A imunorreatividade do c-kit apresenta significancia estatistica com grande maioria
das variaveis clinicopatoldgicas estudadas. Em tumores com grau de malignidade superior e
no que diz respeito a parametros tumorais, como é exemplo o indice mitético (P=0,001), o
grau nuclear (P=0,001), o grau diferenciacdo (P=0,001), o grau histolégico de malignidade

(P<0,001), a presenca de émbolos vasculares (P=0,004) e a invasdo dos ganglios linfaticos
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(P<0,001), estes apresentaram valores de expressdo do c-kit estatisticamente significativos.

Parametros como o tamanho, a ulceracdo, o tipo histoldégico e a necrose néo
apresentam relacdo estatisticamente significativa com a expressdo do c-kit. No quadro 8
encontram-se detalhados os resultados obtidos.

Quadro 8| Associagdo entre o c-kit e os parametros clinicopatoldgicos.

. C-kit baixo C-kit alto P
Variaveis
n n

Tamanho
T, 7 16
T, 6 15 0,782
Ts 8 13
Ulceracao
Ausente 16 32 0,577
Presente 5 14

Tipo Histolégico

Carcinoma anaplasico 0 2

Carcinoma complexo 7 6

Carcinoma solido 0 6 0,146

Carcinoma tubulo-papilar 12 21

Carcinossarcoma 2 11

Necrose

Ausente 11 18 0,233

Presente 9 28

IM

| 10 10

| 10 13 0,001

i 1 23

GN

| 1 1

I 15 12 0,001

Il 5 33

Grau diferenciacéo (GD)

| 2 2

I 10 12 0,001

i 5 32

GHM

i 2 29

Embolos vasculares

Ausente 20 28 0,004

Presente 1 18

Invaséo dos gl. linfaticos Ausente

Presente 20 23 <0,001
1 23

n — namero de amostras; P — significancia estatistica. Os valores médios com diferentes letras em superscript
denotam diferencas estatisticas significativas em cada item considerado — Teste Post Hoc tuckey (p<0,001)
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4.3.2. Imunorreatividade do VEGF: Relacdo com variaveis clinicopatoldgicas

A imunorreatividade do VEGF foi também cruzada com as diferentes variaveis
clinicopatoldgicas, de forma obter relagBes estatisticas significativas. No quadro seguinte

encontram-se pormenorizados os resultados obtidos.

Quadro 9| Associacgdo entre o indice de proliferacdo do VEGF e os pardmetros clinicopatoldgicos.

L VEGF baixo VEGEF alto p
Variaveis
n n
Tamanho
T; 10 17
T, 6 16 0,056
Ts 2 22
Ausente
Ulceracéo
Ausente 16 37 0,051
2 20
Presente
Tipo Histologico
Carcinoma anaplasico 0 3
Carcinoma complexo 6 1 0,472
Carcinoma sélido 0 6
Carcinoma tubulo-papilar 10 25
Carcinossarcoma 2 12
Necrose
Ausente g gi 0,358
Presente
:M 14 8
I 4 22 <0,001
i 0 27
?N 0 2
I 13 15 0,002
i 5 40
fD 3 6
I 11 14 0,005
i 4 37
?HM 10 10
I 8 11 <0,001
i 0 36
Embolos vasculares
Ausente 18 37 0,003
0 20
Presente
Invasdo dos gl. linfaticos
Ausente 108 gg <0,001
Presente

n — namero de amostras; P — significancia estatistica. Os valores médios com diferentes letras em superscript
denotam diferengas estatisticas significativas em cada item considerado — Teste Post Hoc Bonferoni (p<0,001)
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Analisando o quadro a supra, podemos inferir que o VEGF encontra-se
estatisticamente associado com o indice mitético (P<0,001), o grau nuclear (P=0,002), o grau
de diferenciacdo (P=0,005), o grau histologico de malignidade (P<0,001), presenca de
émbolos vasculares (P=0,003) e o comprometimento dos ganglios linfaticos regionais
(P<0,001).

Os valores de alta imunorreatividade do VEGF associados as variaveis
clinicopatoldgicas referidas anteriormente, foram observados na grande maioria dos tumores
analisados neste estudo.

De salientar que os valores obtidos para o tamanho e a ulceragdo, encontram-se muito
proximos do que é estatisticamente reconhecido como  significativo
(P=0,056 e P=0,051, respetivamente), isto &, valores préximos de 0,05.

Pela analise do quadro 10, ¢é ainda revelado que o VEGF ndo manifesta associacdo
significativa em termos estatisticos com o tipo histolégico e a necrose, apresentando

significancias estatisticas superiores a 0,05 para ambos 0s casos.
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4.3.3. Imunorreatividade do CD31: Relacdo com variaveis clinicopatologicas

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que a imunorreatividade do
CD31 estéa relacionada com diversos parametros clinicopatoldgicos avaliados neste estudo. As
associagOes obtidas encontram-se sumariadas no quadro 10.

Quadro 10| Associagdo entre 0 CD31 e os parametros clinicopatoldgicos.

CD31

Variaveis n Média se p
Tamanho
T, 28 30,007 3,151
T, 22 34.50° 3.425 <0,001
T, 25 53,08" 4,438
Ulceracéo
Ausente 54 34,67 2,487 0,003
Presente 23 49,57 4,746
Tipo Histologico
Carcinoma anaplasico 3 66,67 19,802
Carcinoma complexo 17 28,232 5,429 0.005
Carcinoma sélido 6 55,17% 5,735 ’
Carcinoma tubulo-papilar 37 38,16 3,248
Carcinossarcoma 14 43,50% 4,643
Necrose
Ausente 33 31,73 2,835 0,004
Presente 43 45,33 3,345
IM
| 23 23,04° 3,137
I 27 40.44° 4,227 <0,001
Il 27 51,48° 2,680
GN .
| 2 35,00° 6,000
I 29 26,31° 2.719 <0,001
Il 46 47,37° 3,004
GD
| 10 26,30° 4,015
I 25 28.88° 3,450 <0,001
1 42 48,21° 3,066
GHM
| 21 26,71° 3,327
I 19 24,05° 2,981 <0,001
I 37 53,89" 2,653
Embolos vasculares
Ausente 56 32,63 2,518 <0,001
Presente 21 56,43 3,273
Invasdo dos gl. linfaticos
Ausente 49 30,10 2,494 <0,001
Presente 28 54,89 3,065
n — nOmero de amostras; se — erro padrdo; p — significancia estatistica. Os valores médios com

diferentes letras em superscript denotam diferencas estatisticas significativas em cada item
considerado — Teste Post Hoc Tuckey (p<0,001)
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De acordo com a andlise do quadro acima, a imunorreatividade do CD31 apresentou
associacao estatisticamente significativa com o tamanho (P<0,001), a ulceragdo (P=0,003), o
tipo histolégico (P=0,005), a necrose (P=0,004), o indice mitoético (P<0,001), o grau nuclear
(P<0,001), o grau de diferenciagdo (P<0,001), o grau histolégico de malignidade (P<0,001) e
0 comprometimento dos ganglios linfaticos regionais (P<0,001).

Os tumores que apresentaram tamanho superior (T3), manifestaram niveis de CD31
superiores, quando comparados com tamanhos inferiores (T, e T), como pode ser observado
no quadro 9.

Relativamente ao tipo histolégico, os tumores diagnosticados histologicamente como
carcinomas anaplasicos, manifestaram valores de imunorreatividade do CD31 superiores,
tendo os tumores mistos malignos apresentado valores medios mais baixos.

Os tumores com maior indice mitotico apresentaram niveis de imunomarcacdo do
CD31 mais elevados, estando os valores mais elevados relacionados aos tumores com indice
mitético 111,

Os niveis de imunorreatividade do CD31 aumentaram de acordo com o aumento do
grau nuclear, isto é, o valor mais elevado € referente ao GN Il1l. O mesmo se verifica com 0
grau de diferenciacdo, em que o0s niveis mais elevados de imunomarcacdo do CD31
manifestaram-se no GD IlII.

Os valores superiores de imunorreatividade do CD31 verificam-se no maior grau
histolégico de malignidade (GHM Il11).

De acordo com presenca de émbolos vasculares e invasdo dos ganglios linfaticos, estes
resultados sdo também indicadores do comprometimento do CD31 nestes pardmetros
clinicopatoldgicos.

Pela analise detalhada do quadro 10, pode salientar-se que todas as variaveis

clinicopatoldgicas se encontram estatisticamente relacionadas com o CD31.
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4.4. Relacéo entre c-kit, VEGF e CD31

Na tentativa de estabelecer uma possivel relacdo entre os valores médios de c-kit,
VEGF e CD31, foram realizados testes de correlagdo de Person. Os resultados obtidos

encontram-se sumariados no quadro 11.

Quadro 11| Relacdo entre os valores médios do c-kit, CD31 e VEGF — Correla¢des de Person

Correlagdes de Person
C-kit CD31 VEGF

n 67 66 64
C-kit r 1,0 0,470 0,322

p - 0,000 0,009

n 64 75 75
VEGF r 0,322 0,780 1,0

p 0,009 0,000

n 66 7 75
CD31 r 0,470 1,0 0,780

p 0,000 - 0,000

n — ndmero de amostras; r — coeficiente de correlagdo; p — significancia estatistica

Quando comparado o c-kit com o VEGF, este mostrou correlagéo positiva (r=0,322;
P=0,009).

Pela analise do quadro 11, podemos inferir que também existe correlacdo positiva
(r=0,470; P<0,001) entre o c-kit e 0 CD3L.

31



Resultados

4.5. Associacao do c-kit com VEGF e densidade de microvasos (CD31)

Para evidenciar uma possivel associacdo dos grupos c-kit e VEGF com a densidade de

microvasos (CD31), estabeleceu-se um grupo contendo c-kit e VEGF e comparou-se com a

DMV. Os resultados encontram-se no grafico seguinte.

Gréfico 1| Associacdo do c-kit/VEGF com a DMV em tumores mamarios malignos do c&o.

100

CD31
(MVD)
60+

407

207

P <0.0001

T T T
Baixo C-Kit/ Alto C-Kkit/ Baixo VEGF ou Alto C-Kit/
Baixo VEGF Baixo C-Kit/ Alto VEGF Alto VEGF

Verificou-se que tumores que apresentavam imunorreatividade alta de c-kit e VEGF,

revelavam maior densidade de microvasos (P<0,001).
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4.6. Grupos c-kit/ angiogénese e relacdo com variaveis de agressividade

tumoral

Por fim tentou-se estabelecer uma relacdo entre o grupo c-kit angiogénese e as
variaveis de agressividade tumoral, nomeadamente grau histolégico de malignidade, presenca
de émbolos e invasdo dos ganglios linfaticos regionais. Os resultados encontram-se

esquematizados no quadro 12.

Quadro 12 — Relacéo entre os grupos c-kit/angiogénese com as variaveis de agressividade tumoral.

Marcadores Moleculares
C-kit / Angiogénese
Baixo Intermédio Alto 0
Variaveis de Agressividade Tumoral U] (1 (1)
Baixo 9 23 2
GHM <0,001
Alto 0 6 24
~ Ausente 9 26 12
Embolos <0001
vasculares
Presente 0 3 14
Invasio Ausente 9 24 9
ganglios <0,001
linfaticos Presente 0 5 17

De acordo com os resultados obtidos, pode inferir-se que valores elevados de GHM
estdo relacionados com niveis mais elevados de c-kit/angiogénese (Il e Ill), apresentando
significancia estatistica (P<0,001).

Quando comparado com a presenca de émbolos vasculares, os valores mais elevados
de c-kit/angiogénese (11 e 111), apresentam significancia estatistica (P<0,001).

Por fim, quando se verificam valores elevados do grupo c-kit/angiogénese (Il e I11),

estdo associados a presenca de metastases nos ganglios linfaticos regionais (P<0,001).
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Capitulo 5 — Discusséao

Os tumores de mama da cadela sdo muito frequentes na espécie, estando entre as
neoplasias com maiores niveis de ocorréncia (Egenvall and others, 2005). As patologias em
cdes sdo ja alvo de investigacdo, contudo os tumores de mama da cadela apresentam
reduzidos métodos de prognoéstico, pelo que sdo necessarios mais estudos que possam
verificar a existéncia de novas metodologias (Lee and others, 2004).

Sendo a investigacdo clinicopatoldgica existente pouco direcionada para o progndstico
e etiologia destes tumores, torna-se necessario o estudo mais pormenorizado de fatores de
diagnoéstico que possam auxiliar na prética clinica (Lee and others, 2004).

Os estudos em tumores de mama em humanos sdo mais frequentes e constantemente
alvo de novas investigacbes com o proposito de se definir novas técnicas de progndstico.
Contudo em medicina veterinaria a realidade € um pouco diferente, existe apenas um estudo
que se baseou na utilizagdo do c-kit como marcador tumoral, que seja do nosso conhecimento.

Deste modo, este trabalho pretende responder a questdes que possam vir a ter
implicacdo na tumorigénese mamaria: Estudar a expressdo do c-kit, CD31 e VEGF em
tumores da mama da cadela através de estudos de imunohistoquimica, estabelecer relagdes
entre os marcadores moleculares e os pardmetros clinicopatoldgicos de malignidade tumoral,
avaliar a possibilidade de utilizagdo diagnostica da imunomarcacéo pelo c-kit, VEGF e CD31
em tumores malignos da cadela.

Ao longo do processo de desenvolvimento do tumor de mama da cadela, as células
utilizam diversos mecanismos que as permitem adquirir capacidades tumorais com o intuito
de sobreviverem e proliferarem (Ben-Baruch, 2005; Hanahan and Weinberg, 2011). O c-kit
estd intimamente relacionado com estes mecanismos, uma vez que as vias utilizadas sao
despoletadas por fatores de crescimento que se ligam a recetores de superficie com dominios
tirosina-cinase (Brunetti and others, 2014; Huang and others, 2008; Lemmon and
Schlessinger, 2010; Tsuda and others, 2005).

Com este trabalho, podemos corroborar estudos anteriores, quer em humanos quer na
cadela, que relatam uma sobre-expressdo do c-kit em tumores mamarios e apresentam um
papel fundamental na progressdo tumoral (Brunetti and others, 2014; Carvalho and others,
2011; Georgiannos and others, 2003; Tsuda and others, 2005).

No nosso estudo foi possivel visualizar imunorreatividade do c-kit em 82,7% dos

casos, esta marcacdo foi consistente e maioritariamente citoplasmaética (92,6%), por vezes

34



Discussao

citoplasmatica e membranar (7,4%). Estes dados vao ao encontro do referido por Brunetti e
seus colaboradores (2014) que num estudo em tumores de mama da cadela verificaram uma
distribuicdo equivalente na marcacao celular pelo c-kit.

Quando comparado com os parametros clinicopatoldgicos, a imunorreatividade do
c-kit mostrou-se estatisticamente significativa com a maioria das varidveis. Como referido
anteriormente, a expressdo do c-kit em cancro de mama, quer em humanos quer em cdes, é
ainda um assunto controverso. Segundo um estudo realizado por Amin e seus colaboradores
em cancro de mama da mulher (Amin and others, 2012), a perda de imunorreatividade do
c-kit foi associada a indicadores de agressividade tumoral, nomeadamente tamanho, grau
tumoral e metastizacdo. Por outro lado, Kondi-Pafiti e colaboradores (Kondi-Pafiti and others,
2010), relataram elevada expressao do c-kit em células com alto grau tumoral.

A imunoexpressdo do c-kit foi ja estudada em tumores melanociticos
(Gomes and others, 2012). Os resultados obtidos apontam a perda de expressao de c-kit em
melanomas malignos como um critério de agressividade do tumor, indicando que o c-kit pode
ser util no diagnostico deste tipo de tumores.

Em tumores de mama da cadela, que seja do nosso conhecimento, ha apenas um
estudo que procura relacionar a imunoexpressao do c-kit com parametros de progressdo do
tumor de mama, segundo 0s seus resultados, existe correlacdo entre a expressao do c-kit e a
atividade de proliferacdo do tumor, mostrando que os inibidores de tirosina cinase podem
constituir uma boa via na terapia de neoplasias mamarias na cadela
(Brunetti and others, 2014).

O indice mitético é frequentemente referido como indicador impar no prognostico
tumoral (Queiroga and Lopes, 2002). Ainda assim ocorrem erros de contagens mitoticas que
podem influenciar o progndstico, principalmente em tumores com crescimento acentuado,
pelo que deve ser determinado em conjunto com outros fatores. Neste trabalho a
imunorreatividade do c-kit foi associada a um indice mit6tico mais elevado (lI1), isto é, a
marcagdo do c-kit aumentava quando se contabilizavam maior nimero de mitoses celulares
(P=0,001). Segundo Kiupel (Kiupel and others, 2011; Kiupel and others, 2004), num estudo
realizado em mastocitomas cutdneos do cdo, indices mitdticos elevados estdo associados
mastocitomas de grau Il e com comportamento benigno. Estes dados estdo em discordancia
com 0s nossos achados em tumores malignos, porém sdo poucos 0s estudos que nos permitem
estabelecer ligacdo da expressdo do c-kit com o nimero de mitoses existentes. O mesmo se

passa com a determinacdo do grau nuclear (P=0,001) que por apresentar padrdes diferentes,
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torna dificil uma observacdo (Liu and others, 1998), no nosso estudo pudemos relacionar o
alto grau nuclear com percentagens elevadas de expressdo do c-kit.

De acordo com o grau de diferenciacdo tumoral, no presente estudo associamos 0
elevado GD a elevada expressdo do c-kit (P=0,001), este facto ndo foi relatado em estudos de
tumor de mama da mulher, pelo contrério, elevados valores de GD associam-se a perda de
imunorreatividade deste marcador (Amin and others, 2012).

Em relacdo ao grau histologico de malignidade do tumor, que determina a formacéo
tubular, pleomorfismo nuclear e indice mitdtico, apresenta forte relacionamento com o tipo
histologico (Karayannopoulou and others, 2005; Misdorp, 2002a) , contudo no nosso estudo
apenas o grau histolégico de malignidade se desenvolveu proporcionalmente ao aumento da
imunoexpressdo do c-kit (P<0,001).

No que respeita a presenca de émbolos vasculares e a invasao dos ganglios linfaticos
estes apresentaram-se relacionados estatisticamente com a expressao do c-kit
(P=0,004 e P<0,001, respetivamente). Mais uma vez, de acordo com Amin (2012), em TMM
houve relacdo estatistica entre estes fatores com a diminuicdo de expressdo do c-Kkit.
E importante referir que a incapacidade clinica na detecdo de metastases a distancia ou
regionais estd muito carente de uma observacéo clinica continua, o que em muitos dos casos
pode ndo estar presente. De salientar que a eutandsia, frequentemente pedida pelos
proprietarios dos animais, interrompe 0 desenvolvimento da  doenga
(Queiroga and Lopes, 2002).

As restantes variaveis clinicopatologicas ndo mostraram relagdo estatistica com a
imunoexpressdo do c-kit, porém é de referir que a falta de informacéo e estudos em cadela se
torna preponderante na impossibilidade de uma discussdo mais adequada dos no0ssos
resultados (Queiroga and Lopes, 2002).

O VEGF é produzido frequentemente em tumores da mama e pulmao de humanos, por
isso € um fator angiogénico importante para o estudo dos TMC. A sua expressao estad
associada com o CD31, isto &, com a densidade de microvasos. No presente estudo a
expressao do VEGF apresentou relacdo estatistica com o indice mitético (P<0,001), grau
nuclear (P=0,002), grau de diferenciacdo (P=0,005), grau histologico de malignidade
(P<0,001), presenca de émbolos vasculares (P=0,003) e invasdo dos ganglios linfaticos
(P<0,001). De salientar que parametros como tamanho e ulcera¢do encontram-se muito
proximos do que é estatisticamente reconhecido como significativo (P=0,056 e P=0,051,
respetivamente). Varios estudos em tumores de mama em humanos, revelam relacoes

estatisticas entre 0 VEGF e algumas das variaveis clinicopatoldgicas, entre elas a infiltracdo
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de macrdfagos e vascularizacdo tumoral. Isto pode indicar a possibilidade da expressdo deste
marcador estar intimamente relacionada com parametros de agressividade tumoral
(Leek, 2000).

De acordo com os dados obtidos, também a imunorreatividade do CD31 apresentou
associacdo estatisticamente significativa com o tamanho do tumor (P<0,001), a ulceragéo
(P=0,003), o tipo histoldgico (P=0,005), a necrose (P=0,004), o indice mitdtico (P<0,001), o
grau nuclear (P<0,001), o grau de diferenciacdo (P<0,001), o grau histologico de malignidade
(P<0,001) e o comprometimento dos ganglios linfaticos regionais (P<0,001).

A densidade de microvasos é ja assumida como método de prognostico de tumores em
cadela (TMC e melanomas) (Molteni and others, 2007; Restucci and others, 2002). Preziozi
(Preziosi and others, 2004) verificou associacdo significativa entre o grau histologico e a
densidade de microvasos. Deste modo podemos inferir que este seja um bom indicador de
malignidade.

Um estudo de 2010 permite concluir que, tanto a expresséo do VEGF, como a
expressdao do CD31 estdo relacionadas com diversas variaveis clinicopatoldgicas. Estes
resultados remetem-nos para a participacdo positiva da angiogénese na atividade tumoral de
tumores de mama da cadela (Queiroga and others, 2010).

Com a perspetiva de estabelecer relacdo entre os valores médios de C-kit, VEGF e
CD31, foram realizados testes de correlacdo de Person. Os resultados obtidos permitiram
concluir que, quando comparado o c-kit com o VEGF, este mostrou correlagdo positiva
(r=0,322; P=0,009), 0 mesmo se passou com o CD31 (r=0,470; P<0,001).

Assim, com os dados obtidos neste estudo, podemos verificar uma corelagao positiva
entre a elevada expressao do c-kit e o VEGF. Pela comparagdo com os demais estudos, a
angiogenese € fundamental no crescimento e disseminacdo dos tumores mamarios com
caracteristicas malignas (Joanne and Rak, 2003; Leek, 2000). Tanto em tumor de mama da
mulher (Joanne and Rak, 2003) como em TMC (Carvalho and others, 2011; Carvalho and
others, 2014; Estrela-Lima and others, 2010), a inclusdo de fatores pro-angiogénicos como o
VEGF contribui para a formacdo de novos vasos sanguineos e esta relacionada com a
agressividade tumoral. De acordo com 0s nossos resultados, pode afirmar-se a possivel
existéncia de vias de sinalizagdo comuns entre o c-kit e o VEGF que se mostram
fundamentais na malignidade tumoral e mau prognéstico (Carvalho and others, 2015).

Por outro lado, nossos resultados vém assim contrariar o defendido por Amin (Amin
and others, 2012), que evidenciava um aumento da DMV quando a imunoexpressao do c-Kkit

era inferior. Contudo, Pelosi (Pelosi and others, 2004) corrobora 0s nossos achados, uma vez
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que verificou em carcinoma de células escamosas do pulmao, uma maior imunorreatividade
do c-kit associada a elevada densidade de microvasos.

A escassez de estudos em TMC e a grande controversia dos resultados em tumor de
mama da mulher (Tsuda and others, 2005; Tsutsui and others, 2006b), limita possiveis
comparag0es que se poderiam efetuar com 0s nossos resultados. Em cancro de pulméo de
pequenas células (CPPC) foi demonstrado que a ativacdo do c-kit no fator de células
estaminais (SCF) leva a predominancia da mediacdo de HIF-1-a. Este fator por induzir
hipoxia na expressdo do VEGF e inibicdo da sinalizacdo do c-kit, pode resultar na inibi¢do da
angiogénese do tumor (Litz and Krystal, 2006).

Nos Ultimos anoso interesse pela descoberta de novos fatores de prognostico nos TMC
tem aumentado, talvez pela elevada predominancia de neoplasmas malignos (cerca de 50%).
Na verdade, o grande impulso para o estudo prende-se a inevitavel associacao entre tumores
de mama na mulher e TMC, considerando a espécie canina um bom modelo bioldgico (Lee
and others, 2004; Mottolese and others, 1994; Raynaud and others, 1981; Vail and MacEwen,
2000). A presenca de fatores de progndstico que possam auxiliar a avaliacdo da
tumorogénese, aumenta a possibilidade de um bom prognéstico, de um tratamento adequado e
de uma eventual cura. Deste modo, podemos concluir que é essencial relacionar os varios
marcadores tumorais com as variaveis clinicopatolégicas com o intuito de minimizar
possiveis erros diagnésticos.

Assim, € uma preocupacdo constante a determinacdo de novos e mais eficazes
indicadores de prognostico para 0 TMC, para auxilio na medicina veterinaria (Queiroga e
Lopes, 2002). S&o varias as hipoteses, como analise de ploidia do ADN, imunoexpressao de
recetores de estrogénio, analise imunohistoquimica de varios marcadores moleculares, que
assistem a pratica clinica para o entendimento de cada tumor mamario (Queiroga and Lopes,
2002; Sorenmo, 2003).

Como referido, a formagdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-existentes,
isto &, a angiogénese é um processo de extrema importancia no desenvolvimento e
metastizacdo das neoplasias (Amin and others, 2012; Robinson and Stringer, 2001). Nos
TMC, a funcdo da angiogénese na progressdo neoplasica é estudada pela detecdo da
densidade de microvasos e do fator de crescimento vascular endotelial, sugerindo que estes
podem estar presentes na transformacao maligna (Amin and others, 2012; Preziosi and others,
2004; Ranieri and others, 2003; Rebuzzi and others, 2007).

Perante os nossos dados, a determinacdo da malignidade tumoral ndo deve ser

individualizada a um s6 parametro. Um conjunto de dados, como a ja demonstrada expressao
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do c-kit associada ao grau histolégico de malignidade, & presenca de émbolos vasculares e
presenca de metastases nos ganglios linfaticos regionais, poderdo fornecer informacdes mais

concisas e determinantes na indicacao terapéutica.
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Capitulo 6 — Concluséao

Deste estudo emergem como potenciais fatores de progndstico o c-kit e os marcadores de
angiogenese, ndo apenas associados a caracteristicas clinicopatologicas mas correlacionados
entre si.

O c-kit apresentou relacdo positiva com a agressividade tumoral, revelando ser um bom
indicador de malignidade uma vez que a sua imunoexpressdo € aumentada quando o estadio
tumoral é avancado. Em termos gerais estd também relacionado com as varidveis
clinicopatoldgicas caracteristicas de mau progndstico neoplasico.

Vérios estudos em humanos ja haviam relatado a associacdo entre o marcador tumoral
c-kit e marcadores de angiogénese, no presente estudo foi possivel verificar pela expressao do
VEGF e CD31, que 0 mesmo se passa em tumores malignos da mama da cadela.

Deste modo, tumores com elevado c-kit e elevada imunoexpressdao de marcadores de
angiogénese, apresentam fendtipos mais agressivos (maior grau histolégico de malignidade,
presenca de émbolos vasculares e presenca de metéstases nos ganglios linfaticos regionais).

Os resultados deste estudo sugerem que o c-kit, 0 VEGF e o CD31 podem ter vias de
sinalizacdo comuns na progressdo dos tumores de mama da cadela, contribuindo para o
aumento da angiogenese e agressividade tumoral. Deste modo poderdo vir a ser utilizados

como critérios de progndstico e alvos terapéuticos em medicina veterinaria.
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Capitulo 7 — Estudos Futuros

Como referido, existem poucos estudos que se debrucem sobre a problemética do
prognostico de tumores de mama da cadela. Posto isto, seria interessante em estudos futuros
aprofundar a potencialidade de varios marcadores tumorais, nomeadamente o c-Kit.

Diversos autores apontam a cadela como possivel modelo de estudo para os tumores de
mama da mulher, contudo os resultados s@o controversos, pelo que seria importante definir se
existe alguma relacédo na progressdo do tecido mamario normal para eventuais neoplasmas.

Perante a associacdo da expressdao do c-kit com a malignidade tumoral do tecido
neoplésico seria interessante a pesquiza de um analogo do ligando do c-kit, que permitisse a
inibicdo da ligacdo SCF — c-kit, esclarecendo os mecanismos desta interagéo.

Aprofundar o estudo de tumores de mama da cadela no sentido de analisar as mutacdes

ativadoras do dominio inibidor justamembranar codificado pelo gene do c-kit.
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