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1. INTRODUCAO

O aumento da proximidade entre homem e animais de companhia
determinou uma maior preocupacao relacionando fatores como nutricdo com dietas
balanceadas, criacdo de servicos especializados, medidas profildticas, novos
métodos de diagnosticos e protocolos terapéuticos mais especificos e eficazes, os
quais tém contribuido para o aumento da sobrevida de caes e gatos.

Devido a essa maior longevidade, algumas enfermidades que geralmente
sdo diagnosticadas em caes de meia idade a idosos, aumentaram sua frequéncia
em Centros Clinicos Veterinarios. Os tumores mamarios afetam fémeas de meia
idade a idosas e sdo as neoplasias mais freqientemente observadas em cadelas
(MOULTON, 1990; LOAR, 1992).

As neoplasias mais comuns em cadelas sdo as que acometem as
glandulas mamarias, representando 25 a 30% do total de afeccdes neoplasicas
(MOULTON, 1990; ZUCCARI et al., 2001). Histologicamente, a maioria dos tumores
mamarios, aproximadamente 65%, sdo de carater benigno e 40% a 50% séao
malignos (MOULTON, 1990; ZUCCARI et al.,, 2001; DE NARDI et al., 2002;
TANAKA, 2003).

Os métodos de classificacdo das neoplasias mamarias variam
consideravelmente, baseando-se no tipo de células envolvidas, no padrao
histolégico das células neoplasicas, mudancgas teciduais, presenca de necrose e de
infiltracdo em seu estroma (MOULTON, 1990). Os tumores de comportamento
benigno sédo classificados como adenomas, fibradenomas, tumores mistos benignos,
papiloma ductal. Os malignos séo classificados em carcinomas (complexos e
simples), tipos especiais de carcinoma, sarcomas, carcinossarcomas e carcinoma ou
sarcoma em tumores benignos (MISDORP et al.,, 1999; MISDORP et al., 2002;
LIPARISI et al., 2003).

A etiologia de tumores mamarios mais aceita refere-se a influéncia da
atividade hormonal (ZUCCARI et al., 2001; DE NARDI, 2002). Foi constatado que o
risco de desenvolvimento de tumor mamario é aproximadamente de 0,5% para
cadelas castradas antes do primeiro cio, 8% depois do primeiro cio e 26% ap0s o
segundo cio (O'KEEFE, 1997; TANAKA, 2003). Outros fatores avaliados que
demonstraram aumentar a chance de incidéncia de neoplasias mamarias foram
obesidade, dieta rica em gordura na juventude, administracdo de progestagenos de
longa acdo para prevencédo de estro, terapia estrogénica usada para controle de
gestacao e episodios de pseudogestacdo (TANAKA, 2003).

Acredita-se que a maioria das patologias morfolégicas de um organismo
ocorra por alteracdes em alguma fase do ciclo celular (PERALTA-ZARAGOZA et al.,
1997). O ciclo celular é estimulado e regulado por transducdes de sinais entre
receptores, mensageiros e efetores. Os receptores sdo proteinas de membrana
capazes de se ligar a um transmissor na parte extracelular e permitir a modificacao
de algum componente intracelular, ou seja, 0s receptores sdo os pontos de entrada
da informacao na célula. A funcdo dos mensageiros intracelulares é transmitir o sinal



do receptor da membrana a diversas proteinas, que fardo com que um determinado
sinal possa ser sentido pela célula. Os efetores sdo 0s componentes que produzem
o efeito final na célula (LENZ, 2000).

Vérios estudos vém sendo realizados para definir a relevancia clinica de
proteinas celulares que participam na progressdo do crescimento de neoplasias.
Esse interesse tem sido focado particularmente em proteinas que sdo potenciais
indicadores clinicos ou fatores progndsticos de doenca (MENENDEZ et al., 2003).

A sequéncia da cascata das quinases envolve trés proteinas analogas,
MAPKKK, MAPKK e MAPK. A ativacdo dessa cascata acontece mediante
fosforilagdo da proteina quinase anterior, sendo MAPK o Ultimo componente da
cascata. Proteina quinase ativada por mitébgeno (MAP quinase) é a chave das
proteinas transdutoras de sinal que transmitem sinais envolvendo proliferagdo
celular e apoptose. Os caminhos de transducdo de sinal sédo indicadores da
intensidade da inducdo feita por fatores de crescimento, horménios esterodides e
proteina G. Dentre os trés principais caminhos da MAPK, ERK1/2 € o mais relevante
em tumores mamarios (SANTEN et al., 2002). Estudos recentes demonstraram que
neoplasias mamarias frequentemente possuem um aumento na proporcado de
células com a forma MAPK ativada (SANTEN et al., 2002).

A primeira evidencia para o papel das MAPK foi demonstrada pela
hiperexpressdo e hiperfosforilagdo de ERK1/2 em cancer de mama primario.
Estudos subsequentes confirmaram essa elevacdo de ERK1/2 tanto em tumores
mamarios quanto em outros tipos de canceres (WANG et al., 2002).

Cyr6l é uma proteina pertencente a uma familia de reguladores de
crescimento, denominada familia CCN. Esta familia consiste de seis membros
distintos conhecidos como Cyr61 (Proteina rica em Cisteina), CTGF (Fator de
Crescimento de Tecido Conectivo), Nov (Gene de Hiperexpressdo em
Nefroblastoma), WISP-1, 2 e 3 (Proteinas de Secrecao Induzida). Estas proteinas
estdo associadas a Matriz Extracelular (ECM) e a superficie celular e estdo
envolvidas em varios mecanismos de regulacdo de funcdo celular, incluindo
proliferagéo, diferenciagdo, sobrevivéncia, adesdao e migracdo (PLANQUE &
PERBAL, 2003).

XIE et al. (2001) relata que Cyr61 é uma proteina altamente expressada
em tumores mamarios. Varios estudos tém sugerido uma hiperexpressédo de Cyr61
em tumores de mama e possivel envolvimento no desenvolvimento de neoplasias
mediadas por estrogenos. De acordo com PLANQUE & PERBAL (2003), foi
observado um aumento da expressdo de Cyr61 em um grande namero de tumores
mamarios primarios com receptor de progesterona positivo, mas receptor de
estrogenos negativo. Esta observacdo sugere que Cyr61l pode ser mediador da
atividade de progesterona em neoplasias mamarias.

Devido a elevada incidéncia desta neoplasia, seu estudo vem crescendo
em relacdo a outras afeccdes. Aumentos de glandulas mamarias que néo estejam
relacionados com pseudociese, lactagdo ou mastite devem ser avaliados para
possiveis diagnosticos de neoplasias (ZUCCARI et al., 2001). O objetivo deste
trabalho € estudar a expressdo de Cyr61 e ERK1/2 em adenocarcinoma de
glandulas mamarias de cadelas.

2. MATERIAL E METODOS

A imunoistoquimica foi realizada em cortes parafinados de carcinomas
complexo de mama de 2 cadelas, classificados em exame histopatologico prévio
feito no Setor de Patologia da Escola de Veterinaria da UFG.



Primeiramente, as amostras obtidas foram fixadas em formol tamponado
e processadas de acordo com a técnica descrita por LUNA (1968). Os blocos foram
laminados a 3 um e aderidos em laminas previamente silanadas.

Posteriormente a aderéncia, as laminas foram incubadas em estufa a 36°
C, para facilitar o processo de desparafinizacdo, conseguido apds passagens em
xilol e alcool 70%, 80%, 90% e absoluto.

Na técnica de imunoistoquimica a recuperacao antigénica foi realizada em
tampao citrato e aquecidas em panela de pressdo por 6 minutos. O bloqueio da
peroxidase foi realizado imergindo as laminas em uma solucéo de alcool metilico e
peréxido de hidrogénio, seguindo o protocolo. Posteriormente, foi colocado o
anticorpo primario anti-Cyr61 (Santa Cruz Biotechnology, EUA) nas amostras de
adenocarcinoma mamario, incubado em diluicdo de 1/500 e anti-pERK1/2 em
amostras de adenoma complexo de mama, em diluicdo de 1/1000 a 4 °C camara
umida por toda noite. No dia seguinte, o anticorpo secundario anti- coelho foi
adicionado. A reacdo foi revelada pela adicio de DAB peroxidase (ARAUJO et al.,
2001). As laminas foram coradas com hematoxilina de Harris e observadas em
microscépio optico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tecidos tratados com anti-pERK1/2 mostraram marcacédo acentuada
dos nucleos de células tumorais oriundas do epitélio glandular e de células
endotelias, além de marcacdo moderada de nucleo de fibroblastos presentes no
estroma tumoral. O mesmo foi observado por CHENG et al. (2001), em estudo
realizado para detectar expressao das proteinas p-MAPK, c-fos e c-jun em tumores
mamarios.

Vérios trabalhos sugerem a participacdo de MAPK ativada em tumor
mamario humano (ADEYINKA et al.,, 2002; OH et al., 2001; KUROKAWA et al.,
2000). De acordo com trabalho realizado por ADEYINKA et al. (2002) a
hiperexpressdo de MAPKs ERK1l e ERK2 ativadas pode ocorrer durante o
desenvolvimento de neoplasias in vivo. Estes autores verificaram evidente aumento
na expressao dessas proteinas na maioria dos tecidos neoplasicos estudados
quando comparadas a tecidos mamarios normais.

Na microscopia das laminas com anticorpo anti-Cyr61 observou-se
marcacao difusa do estroma de carater moderado, sendo mais evidente no endotélio
vascular. Ainda que escasso, 0 citoplasma das células epiteliais tumorais
encontrava-se fortemente marcado, delimitando claramente os ninhos de células
dispersos no estroma.

O anticorpo policlonal Cyr61 tem sido utilizado em tecidos humanos no
estudo de cancer de mama (MENENDEZ et al., 2003). A marcacdo por Cyr61l
descrita era esperada, pois segundo MOUSSAD E BRIGSTOCK (2000) esta
proteina esta envolvida em diversos eventos celulares, principalmente, proliferacéo,
adesdo, migracao, apoptose, regulacdo da angiogénese, crescimento de tumor,
placentacdo, ossificacdo endocondral, entre outros.

A marcacao difusa e moderada do estroma mamario, a maior evidéncia
no endotélio vascular e a forte marcacdo dos citoplasmas das células epiteliais
tumorais foram observacdes semelhantes ao descrito por MOUSSAD &
BRIGSTOCK (2000) que afirmaram que a Cyr61, bem como as outras proteinas da
mesma familia, ttm como células alvo os fibroblastos, células epiteliais, células
endoteliais, células do musculo liso e células normais.

De acordo com TSAIl et al. (2000), carcinomas invasivos mamarios
revelam elevada expressdo da proteina Cyr6l. Estudos adicionais usando



imunoistoquimica, revelaram que a proteina Cyr61 estava hiperexpressada em 30%
dos tumores mamarios enquanto que em tecidos mamarios normais ndo houve
expressao.
4. CONCLUSAO

As observacfes microscépicas da imunoistoquimica demonstram que a
deteccédo dos niveis de expressao da Cyr61 e ERK1/2 em adenocarcinoma mamario
e adenoma complexo de cadelas podem constituir-se de um marcador precoce, ser
usado como um fator progndéstico e ser um alvo molecular para componentes
designados a bloquear a proliferacdo celular visando uma possivel terapéutica.
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