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Resumo

As neoplasias mamarias caninas frequentemente acometem as cadelas e suas semelhangas com o
cancer de mama humano remetem a busca de melhorias terapéuticas que abrangem ambas espécies.
A inibicdo da apoptose configura um dos fatores de desenvolvimento e progressdo tumoral, dessa
forma, a desregulagdo das proteinas da familia BCL-2, como Bax e Bcl-x., podem propiciar ao cancer.
Assim, objetivou-se estudar, por meio da imunohistoquimica, a expresséo das proteinas relacionadas
a apoptose, como Bax e Bcl-x., em carcinoma tibulo-papilar de neoplasias mamarias caninas. Obteve-
se oito amostras de carcinoma tabulo-papilar diagnosticados no Laboratério de Patologia Animal do
HOVET-UFES, as quais foram submetidas a imunohistoquimica utilizando os anticorpos anti-BAX e
anti-BCL-x.. Das amostras estudadas, 62,5% foram categorizadas como positivo e 37,5% como fraco
positivo para Bax, enquanto para Bcl-x. foram 75% positivo e 25% fraco positivo. Conclui-se que em
carcinoma tubulo-papilar ha expressdo de Bax e Bcl-x. predominantemente no escore positivo,
podendo ser utilizado experimentalmente em terapias direcionadas a apoptose para regressao tumoral.

Palavras-chave: Cancer. Cadelas. Proteinas. Tumor maligno.
Area do Conhecimento: Ciéncias Biologicas- Imunologia.
Introducéo

As neoplasias mamarias caninas correspondem a uma das doencas que mais acometem cadelas
na medicina veterinaria (VILHENA et al., 2019) e também apresentam grande frequéncia na medicina
humana. Devido a varios fatores clinicos e patolégicos semelhantes ao cancer de mama humano,
estudos acerca da oncologia comparativa vem crescendo com o decorrer dos anos (SCHIFFMAN;
BREEN, 2015). Alguns fatores podem propiciar o desenvolvimento da doenca em cadelas, como idade,
hormonios e até mesmo o status e tempo de castracdo (CANADAS SOUZA et al., 2019; VILHENA et
al., 2019; BURRAI et al., 2020).

Naturalmente, proteinas da familia BCL-2 (B Cell Lymphoma 2) atuam na regulacéo e execuc¢éo da
morte celular programada de forma intrinseca (CZABOTAR et al., 2014; ZAMAN et al., 2014; PAWLAK;
HENKLEWSKA, 2020). As desregulacdes das proteinas da familia BCL-2, que incluem proteinas pro-
apoptoticas e antiapoptoticas, demonstram papel importante no desenvolvimento e progressao tumoral
(YILDIRIM et al., 2014). A proteina Bax atua de forma pré-apoptética enquanto a proteina Bcl-x. atua
de forma anti-apoptotica, por meio do sequestro de ativadores BH3 de Bax e Bak inibindo a apoptose
e levando a sobrevida celular (SHARIFI et al., 2015; PAWLAK; HENKLEWSKA, 2020).

Devido a sua alta presenca em tecidos neoplasicos, alguns estudos estdo sendo desenvolvidos a
fim de validar proteinas reguladoras da apoptose como marcadores tumorais (Dolka et al., 2016).
Alguns farmacos que induzem a apoptose em processos tumorais vém sendo desenvolvidos e testados
a fim de desenvolver terapias direcionadas e menos invasivas que consigam controlar ou até mesmo
erradicar os tumores, visto que um dos fatores para o desenvolvimento neoplasico € a auséncia da
morte celular programada (PETER et al., 2014; BAKIREL et al., 2016).

Dessa forma, entende-se que a apoptose inibida pode atuar no desenvolvimento e crescimento
neoplasico em neoplasias mamdrias caninas. Além disso, ha poucos estudos que envolvem a
expressdo de ambas proteinas Bax e Bcl-x. em neoplasias maméarias malignas caninas com foco em

XXVII Encontro Latino Americano de Iniciagéo Cientifica, XXIII Encontro Latino Americano de Pds-Graduacdoe 1
X1l Encontro de Iniciagdo a Docéncia - Universidade do Vale do Paraiba — 2023

DOI: https://dx.doi.org/10.18066/inic0494.23


mailto:paulinha.ro94@gmail.com

XXVII-'IIn|C XXIII-'IEpg XVII-'IIchr IIIﬂEnexun Xl «="2Inid

Enc icano Encol ericano no Encontro L «)Imn Encontro Latino Americano
del de P¢ r de Extensao L de Iniciacao a Doceéncia

A era digital e suas implicacdes sociais:
LI;l IC Desafios e contribuicoes

tipos histologicos especificos como carcinoma tabulo-papilar. Assim, se faz importante acrescentar
informagdes que contribuam e ajudem a promover melhores estratégias para o tratamento dessa
doenga. Dessa forma, objetivou-se estudar, por meio da imunohistoquimica, o comportamento das
proteinas relacionadas a apoptose, como Bax e BCL-x., em carcinoma tdbulo-papilar de cadelas.

Metodologia

Foram utilizadas oito amostras de diferentes animais acometido por neoplasias mamarias malignas
de cadelas encaminhados para exame histopatolégico no Laboratério de Patologia Animal do Hospital
Veterinario do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Espirito Santo, durante o
periodo de 2015 a 2022. Este material inclui amostras provenientes da rotina de diagnéstico do Hospital
Veterinario (HOVET), bem como aquelas enviadas por clinicas particulares e profissionais autbnomos.

Apés o levantamento dos casos nos livros de registro, foram selecionadas as amostras
correspondentes ao tipo histoldégico carcinoma tdbulo-papilar. Apds separados o0s materiais
emblocados em parafina, prosseguiu-se para a confeccdo de laminas silanizadas contendo cortes
histolégicos de 3 um, as quais foram utilizadas para a técnica de imunohistoquimica.

Os cortes embebidos em parafina passaram pela montagem de laminas silanizadas. Cortes de 3
pum foram confeccionados e logo, desparafinados em xileno e re-hidratadas por meio de uma série de
banhos em alcoois graduados. Em seguida os cortes foram lavados com agua destilada e sujeitos a
recuperacao antigénica com citrato de sédio pH 6,0 a uma temperatura elevada durante 15 minutos.
Sequencialmente, as laminas foram lavadas em 1x TRIS e as peroxidases enddgenas foram
bloqueadas com perdxido de hidrogénio a 30% em &lcool metilico, na proporgéo 2:1 durante 40 minutos
a 25° C.

Quatro banhos de 5 minutos cada em 1x TRIS deram sequéncia a técnica, e as laminas foram
incubadas em solucdo de bloqueio de proteinas inespecificas (10 gramas de leite em p6 diluido em
200 ml de TRIS) durante 60 minutos a 25 °C e posteriormente foi feito a lavagem em 1x TRIS por quatro
vezes de 5 minutos. Em seguida, foram aplicadas sobre as laminas experimentais os anticorpos Bax
(sc-7480, Santa Cruz Biotechnology) e Bcl-xl (sc-8392, Santa Cruz Biotecnology) com diluicdo
padronizada a 1:100, com excecdo da lamina controle (com auséncia de anticorpo primario), que
permaneceu overnight.

Depois de trés banhos de 5 minutos em 1x TRIS, as laminas foram incubadas com o sistema de
deteccgéo o (N- Histofine— Simple Stain Rat Max PO, 414191F, NICHIREI®) a 250C durante 30 minutos.
Ap6s trés lavagens com 1x TRIS, a coloracéo foi visualizada com 3,3'-diaminobenzidina (DAB, Sigma,
St. Louis, MO) com dilui¢do a 1:50, por 5 minutos. As laminas passaram por quatro banhos de 2 minutos
com &gua destilada. Todas as laminas foram contrastadas com hematoxilina de Harris durante 5
minutos, desidratadas em etanol, limpas em xileno e montadas com Permount (Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA).

As laminas foram analisadas por microscopia éptica em objetiva de 20x onde foram obtidas cinco
fotomicrografias de campos aleatérios, de cada amostra, que posteriormente foram analisadas no
software Image J utilizando o plugin IHC Profiler que realiza uma analise pixel a pixel de uma imagem
IHC digital e ainda atribui uma pontuacdo em um sistema de quatro camadas (P <0,0001, CI = 95%).
Assim, obteve-se os escores (positivo, fraco positivo e negativo) e a porcentagem de marcacgéo dessas
proteinas no citoplasma.

Resultados
A Tabela 1 resume os achados de categorizacdo de expressao das proteinas Bax e Bcl-x. em oito

amostras de carcinoma tabulo-papilar de cadelas, e a Figura 1 evidencia o padrao de expresséo nesse
tipo histoldgico sendo ambas proteinas expressas de forma positiva.
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Tabela 1 - Frequéncia dos escores de categorizacéo para as proteinas Bax e Bcl-x. em carcinoma tlbulo-papilar

em amostras oriundas de cadelas.
BAX BCL-«
Tipo Histologi N
Ipo Histologico Amostras Fraco Positivo Positivo Fraco Positivo Positivo
(%) (%) (%) (%)
Carcmom_atubulo- 8 375 62,5 o5 75
papilar

Fonte: Autores, 2023.

Figura 1 - Fotomicrografia de carcinoma tabulo-papilar evidenciando a relagéo percentual de marcagéo da
proteina Bax (A) e Bcl-x. (B) de forma positiva. IHQ, 20X.
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Fonte: Autores, 2023.
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Discusséo

No presente estudo, verificou-se a presenca de ambas proteinas expressas de forma
predominantemente positiva em carcinoma tubulo-papilar de cadelas (Figura 1). Por possuirem alta
expresséo da proteina Bcl-x. assim como uma consideravel expressdo da proteina Bax, acredita-se
que terapias direcionadas para a inducéo da apoptose possam contribuir com a terapéutica antitumoral
nesse tipo histolégico maligno de neoplasia mamaria.

Ao comparar as porcentagens de marcacdo de ambas proteinas, pode-se observar ainda, niveis
baixos de desregulacdo nas amostras avaliadas e provindas de carcinoma tlbulo-papilar corroborando
a ideia de que a desregulacao de membros da familia BCL-2 contribui com o desenvolvimento tumoral.
Yildimirim et al. (2014) apresentaram em seus resultados, uma alta presencga de Bcl-2 em neoplasias
mamarias caninas corroborando a presente pesquisa, onde a marcagéo da proteina Bcl-x. comportou-
se com expressao categorizada como positiva em sua maioria (Tabela 1).

Por vez, neste mesmo tipo histolégico pode-se observar predominancia da proteina antiapoptética
Bcl-xL, outro fator que segundo a literatura, impede a morte de células neoplasicas pela auséncia da
morte celular programada.

Em um estudo realizado por BAKIREL et al. (2016) utilizando uma combinac&o de deracoxib com
doxorrubicina pode-se observar aumento no efeito antiproliferativo exercido pela doxorrubicina e ainda
uma inducéo da apoptose devido a modulagéo de bcl-2, proteina que exerce a mesma fungédo que bcl-
xL. Nossos resultados apresentam a presenca da proteina Bcl-x. nos tecidos analisados, com isso,
sugere-se a realizacdo de estudos posteriores utilizando os farmacos para modulacdo da mesma
proteina e indugéo da apoptose em carcinoma tubulo-papilar a fim de proporcionar respostas eficientes
em busca de regressfes tumorais.

Ainda, Dolka et al. (2016) promoveram estudos acerca da expressdo de proteinas associadas a
apoptose em tumores mamarios caninos e observaram alta presenca positiva de Bax na maioria dos
tipos histologicos estudados. Nosso estudo, apresentou uma expressdo da proteina de forma fraco
positivo com 37,5% e positivo com 62,5% em carcinoma tlbulo-papilar. Dessa forma, nossos achados
demonstram alta presenca da proteina pro-apoptética neste tipo histolégico e entende-se que devido a
sua presenca, terapias com inducéo da apoptose em carcinoma tubulo-papilar responderiam de forma
mais eficiente na ativacao da apoptose e eliminac¢éo de células tumorais.

Conclusao

Com este estudo, conclui-se que houve expressdo das proteinas reguladoras da apoptose, Bax e
Bcl-x. em carcinoma tubulo-papilar de forma predominantemente no escore positivo, dessa forma, o
tipo histolégico em questédo pode ser utilizado experimentalmente em terapias direcionadas a apoptose
para regressao tumoral.
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